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RESUMEN 
Resum en
Las plantas son organismes sésiles que deben adaptar su crecimiente 
a diferentes cambies ambientales. El sistema radicular juega un papel 
crucial en la adaptacion de las plantas al medie ambiente, ya que 
sum inistra nutrientes y agua, ademâs de prepercienar anclaje al suele. Las 
raices tienen la capacidad de crecer casi indefînidamente gracias a su 
capacidad de fermar nueves organes (Raices latérales) a le large de su vida. 
Las raices latérales se ferman a intervales regulares a le large de la raiz 
mediante el marcaje/especifîcacion de las células fundadoras en el 
meristemo basai, en un mécanisme dependiente de auxina. En este trabaje 
hemes demestrade que SKP2B, una proteina de tipe F-bex implicada en la 
division celular, actùa ceme represer de la formaciôn de RL.
Hasta la fecha el mejer marcader de la especificaciôn y el desarrollo 
de las RL ha side el marcader de respuesta a auxina DR5:GUS. En este 
trabaje présentâmes a nueve marcader, SKP2B:G\JS, que tiene la ventaja 
de reflejar las diferentes sehales internas y externas asi ceme marcas 
epigenéticas que afectan tan te  al numéro ceme al desarrollo de las raices 
latérales. Este le cenvierte en un marcader ideal para el estudie de la 
formaciôn de raices latérales desde la especificaciôn de las células 
fundadoras hasta  la emergencia de la raiz lateral. Utilizande la expresiôn 
especifica de SKP2B:GFF y la separaciôn celular de preteplastos cen 
expresiôn para GFP hemes llevade a cabe un perfil transcriptômice, 
identificande mas de 200 genes cen pesible papel en la formaciôn de las 
raices latérales. Finalmente, usande plantas SKP.2R:GUS hemes 
identificade una celecciôn de m utantes que m anifiestan diferentes 
alteracienes en el desarrollo radicular.
Abstract
Plants are sessile organisms tha t have to adapt their growth to different 
environmental clues. P lant root system can grow almost indefinitely due to 
their ability to branch new organs (lateral roots) throughout their entire life. 
Lateral roots are formed at regular intervals along the main root by 
recurrent and auxin dependent specification of founder cells in the basal 
meristem. We show th a t SKP2B, a cell cycle F box, represses lateral root 
formation.
At present, the best molecular m arker to follow and study this 
specification and lateral root formation is the DR5:GUS marker, which 
reflects the maxima auxin response. Here we present a new, reliable and 
specific marker, SKP2B:GUS, to study lateral root development from the 
specification of the founder cells to the emergence of the lateral organ. One 
advantage of this m arker is that it responds to internal-genetic clues, 
epigenetic m arks and also to external stimuli. Using a SKP2B-specific 
expression profiling in roots, via cell sorting of GFP-protoplasting and 
m utant analyses, we have identified new genes involved in lateral root 
development. Finally, using SKP2B:G\JS plants we have identified a set of 
m utants which show several alteration in root development.
B I B L i o t e c a
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1. INTRODUCCION
Las plantas son organismos sésiles que deben adaptar su crecimiento 
al medio que las rodea. Para ello, estes organismos disponen de un 
desarrollo post embrionario que les permite modular el crecimiento. La 
capacidad de crecimiento de una planta reside en la tasa de division celular 
y posterior diferenciacion de las células meristemâticas. En estes 
meristemos residen un grupo de células madré que son capaces de dividir 
constantemente a lo largo de toda la vida de la planta y generar todas las 
lineas celulares necesarias para su correcte desarrollo. El éxito de las 
plantas, depende en gran medida, de su adaptacion a los diferentes 
ambientes a los que esta sometida durante su crecimiento. Por ello, la 
division celular en los meristemos esta sujeta a continues cambios que 
modulan su tasa de proliferacion.
Debido a su incapacidad para desplazarse, el desarrollo y la funciôn 
del sistema radicular son cruciales para estes organismos. La disponibilidad 
de agua y nutrientes, taies como el n itrate (Zhang y Forde, 2000), el fosfato 
(Lopez-Bucio et al., 2002) o el sulfate (M aruyama-Nakashita et al., 2004), 
son algunos de los factores lim itantes para el crecimiento en todos los 
ecosistemas, y su adquisiciôn détermina la capacidad de las plantas para 
poder m antener la proliferacion celular, el crecimiento y en ultim a instancia 
su eficiencia reproductiva (Lopez-Bucio et al., 2003). La formaciôn de raices 
latérales es un proceso organogenético de gran importancia que contribuye 
al establecimiento de la arquitectura de la raiz en plantas superiores 
(Fukaki et al., 2009). La raiz es el ôrgano que permite la absorciôn de agua y 
nutrientes, da soporte estructural, y ancla la planta al suelo. Ademâs 
participa en las interacciones con el ambiente biôtico del suelo.
La morfologia de la raiz estâ determinada genéticamente y puede 
variar de una especie a otra. Sin embargo, el desarrollo y arquitectura final 
del sistema radicular estâ fuertemente influenciada por el ambiente. El 
carâcter sésil de las plantas se traduce en una alta  plasticidad en los 
fenotipos del sistema radicular que se puede encontrar en la naturaleza. Las 
plantas son capaces de modular su sistema radicular para obtener una
mayor adaptacion a los medios con baja disponibilidad de nutrientes y agua, 
incrementando la superficie de absorciôn, gracias a un mayor numéro de 
raices latérales y de pelos radiculares. El patrôn de desarrollo radicular esta 
controlado por factores endôgenos (dominancia apical, numéro y posiciôn de 
raices latérales) y exôgenos (la presencia de nutrientes y agua, la gravedad o 
la intensidad y calidad de la luz) (Woodward et a l, 2005).
Las plantas superiores exhiben una gran diversidad de arquitecturas 
radiculares tanto a nivel anatômico como de sistema (Lloret et a l, 2002). 
Muchas dicotiledôneas como Arabidopsis desarrollan raices latérales a 
partir de la raiz principal m ientras que algunos cereales como el maiz {Zea 
mays) o el arroz (Oryza sativa) tienen un sistema radicular compuesto 
principalmente por raices adventicias (Hochholdinger et al., 2004, Osmont et 
al., 2007). En estudios genéticos recientes se han identificado numerosos 
genes con funciones comunes tanto en desarrollo de raices latérales como en 
raices adventicias (Hochholdinger et al., 2004). A pesar del gran progreso en 
el estudio del desarrollo radicular en cereales, Arabidopsis sigue 
constituyendo el sistema experimental mejor caracterizado para el estudio 
del desarrollo radicular en plantas.
1. FORMACIÔN DE RAICES LATERALES.
En plantas de Arabidopsis thaliana las raices latérales se originan 
exclusivamente de las células del periciclo prôximas al xilema (Dolan et al., 
1993). La formaciôn de raices latérales se inicia cuando una o un par de 
células del periciclo sufren varias rondas de divisiones anticlinales (Malamy 
and Benfey, 1997) para crear una sola capa celular de primordio (Fig. 1). La 
siguiente ronda de divisiones son divisiones periclinales formando 2 capas 
celulares, una interna y otra externa. Las siguientes rondas de divisiôn 
darân lugar a un primordio en forma de cùpula que eventualmente puede 
emerger de la raiz parental (Casimiro et al., 2001; Dubrovsky et al., 2001).
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Figura 1. Modelo de desarrollo de primordio de raices latérales en Arabidopsis. Los estadios se indican 
en cada diagrama. Los codigos de color indican la derivacion putativa de cada tejido desde el estadio I al 
estadio VII basado en lineas marcadoras y estudios histologicos. Desde el estadio VI todos los elementos 
celulares radiales estan présentes igual que en la raiz principal. Las células en bianco daran lugar al 
futuro centro quiescente. Adaptado de Malamy y Benfey 1997.
1.1.1 E ventos de prein ieiaciôn  de form aciôn RL. A ctivaciôn de 
célu las del periciclo.
Aunque todas las células del periciclo pueden ser “compétentes” para 
formar RL, solo unas pocas adquieren el estatus de “células fundadoras” 
(CF) (Benkova et al., 2010). Este hecho plantea dos cuestiones interesantes 
de como y cuândo tiene lugar el establecimiento de las células fundadoras y 
qué mecanismos determ inan que algunas células del periciclo comiencen a 
tener identidad de CF frente a sus vecinas que no poseen esa capacidad. En 
trabajos recientes se ha propuesto que la zona de especificacion/marcaje de 
las células fundadoras ocurre en una region llamada “meristemo basai”, 
comprendida entre el centro quiescente “QC” y la zona de transiciôn (Fig. 2) 
(Dubrovsky et al., 2006, De Rybel et al., 2010). Como se demostrô 
experimentalmente en Arabidopsis la ' ventana espaciotemporal del 
desarrollo de CF en la raiz tiene lugar en el meristemo basai y cubre una 
zona de 3-8 mm del extreme del meristemo principal, indicando que el 
primer punto de iniciacion de raices latérales ocurre aproximadamente 13- 
16 horas después de que las células del periciclo hayan saiido de la zona de 
division celular del meristemo principal (Fig. 2).
Después de dejar el meristemo apical, las células del periciclo 
proximas al floema siguen en fase G l del ciclo celular m ientras que las 
células del periciclo proximas al xilema avanzan a fase 02  del ciclo celular 
(Beeckman et al., 2001). Esta subpoblacion de células del periciclo proximas 
al xilema pueden ser consideradas como un “meristemo extendido” 
(Casimiro et al., 2003) ya que a diferencia de la células del floema o de las 
células de otros tejidos de la raiz estas células mantienen su capacidad de 
dividir después de salir del meristemo principal. La proteina nuclear ALF4 
(Aberrant Lateral Root Formation 4) se requiere para m antener las células 
del periciclo en un estado de competencia mitotica ya que el m utante alf4-l 
posee células fundadoras que son incapaces de dividirse. Este m utante tiene 
bloqueada la induccion del marcador mitôtico CYCB1;1:GIJ8, pero causa
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sobreexpresiôn del m arcador de ciclo celular tem prano Ciclina dependiente 
de K inasa B CDKB:G\JS en este tejido (DiDonato et al., 2004).
E stas células fundadoras son capaces de percibir y responder a una 
senal m itotica que reactiva su division celular. H asta  la fecha, los datos 
apun tan  a que esta  senal puede ser la  acum ulacion pun tual de auxina o un 
increm ento de su senalizacion (De Sm et et al., 2007). A lterando la respuesta  
a auxina en estas células del periciclo (exceptuando las zonas del m eristem o 
apical y basai) se bloquea la  prim era division de las células fundadoras (De 
Sm et et al., 2007). Sin embargo, el nùcleo de estas células es capaz de 
m igrar hacia la pared celular comùn lo que implica que esas células deben 
haber sido expuestas a una senal inductora de auxina.
Basai mertsiem
Key:
■  Eptdennis □  Ou»e8Cônt center B Auxin maximum
■ Conax/endoderrms initials □  Primed pericycie cells
0  Emdodenn» ■  Cotum«tl« root cap
■  Paâcyde B Lateral root cap
□  SM a
Figura 2. Representacion esquemâtica de los diferentes tejidos de la raiz. Modificado de Peret et 
al., 2009.
La senalizacion de auxina, unida a oscilaciones en los niveles de esta 
hormona, se ha  considerado uno de los principales factores en el m arcaje de 
las células fundadoras en el m eristem o basai. Sin embargo, recientem ente 
se ha propuesto que una oscilacion de la expresiôn génica déterm ina el 
espacio en tre  las fu turas raices la téra les m ediante la especificacion de los 
sitios de preinieiaciôn, y esta  oscilacion parece regularse por un  mecanismo 
endôgeno no dependiente de auxinas (Moreno-Risueho et al., 2010). Estes 
autores h an  propuesto que la auxina a concentraciones dentro de los ranges
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fîsiolôgicos no es suficiente para la especificacion de los sitios de 
preinieiaciôn pero si es capaz de modular la localizaciôn de estos sitios. En 
este trabajo se describe un mecanismo de expresiôn génica que es ciclico y 
que se correlaciona con la expresiôn del marcador DR5:LUC. Dentro de los 
genes que se expresan de forma ciclica en el meristemo basai encontraron 
factores de transcripciôn pertenecientes a diversas familias. Es remarcable 
que muchos de estos FT no se hablan relacionado anteriormente con la 
formaciôn de las RL. Entre estos factores de transcripciôn (FT) destacan 
pertenecientes a la familia MADS-box como SHATTERPROOF 1 (SHPl), 
SH ATTERPR00F2 (SHP2), y SEEDSTICK (STK) para los que se habia 
descri to su papel en desarrollo de carpelo, ôvulo y semilla (Dinneny et a l,
2005), y AGAMOUS-LIKE20 (AGL20) que régula la transiciôn al estado 
reproductivo (Yant et al., 2009). Ademâs analizaron m utantes de inserciôn 
por T-ADN para otros 55 factores de transcripciôn que oscilaban en su 
expresiôn en el meristemo basai. Algunos de estos FT pertenecen a la 
familia de los ARFs como ARF7  y ARF2, o a la familia de los NAC como 
VND2, FEZ  y SOMBRERO (SMB) y encontraron que los m utantes de 
inserciôn para estos genes presentaban defectos en el marcaje de las células 
fundadoras y un menor numéro de raices latérales.
Recientemente se han  identifîcado nuevos genes implicados en el 
marcaje mediado por auxina de las células fundadoras del periciclo. Estos 
genes corresponden al llamado môdulo Aux/IAA28, cuya funciôn es 
dependiente de auxina (De Rybel et al., 2010) (Fig. 3). En este trabajo 
observaron que el factor de transcripciôn GATA23 se expresa 
especificamente en las células del periciclo proximas al xilema antes de la 
primera divisiôn asimétrica y que esta expresiôn se correlaciona con la 
oscilaciôn del mâximo de auxina en el meristemo basai. Estudios funcionales 
revelaron que GATA23 contrôla la identidad de las células fundadoras del 
periciclo y que su expresiôn es dependiente de la ru ta  mediada por auxina y 
dependiente de la senalizaciôn mediada por Aux/IAA28.
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Figura 3. Representacion esquemâtica de los modulos de senalizacion de auxina que actuan 
sucesivamente durante la especificacion de las células fundadoras del periciclo en el meristemo 
basal (modulo 1) y migracion nuclear e iniciacion de formaciôn de raiz lateral (modulo 2 y 3). 
Modifcada de De Rybel et a l,  2010.
1.1.2 R egu lac iôn  de la  d is tr ib u c iô n  de la s  c é lu la s  fu n d a d o ra s d el 
p eric ic lo .
Como se ha  comentado an teriorm ente, todas las células del periciclo 
proxim as al xilem a tienen la capacidad de dividir en respuesta  a elevados 
niveles de auxina (Boerjan et al., 1995; Dubrovsky et al., 2008). Sin 
embargo, solo un  num éro lim itado de células del periciclo proxim as al 
xilem a se m arcan como células fundadoras en condiciones norm ales 
(Dubrovsky et al., 2001). C uriosam ente la iniciacion en la formaciôn de las 
RL ocurre a un  ritm o regu lar du ran te  el crecim iento de la raiz  (Lucas et al., 
2008). H asta  hace poco, el m ecanism o que régula el pa trôn  regu lar de 
espaciam iento de RL a lo largo de la raiz  principal ha  perm anecido 
desconocido. Sin embargo, en los ûltim os anos gracias a d iferentes estudios 
genéticos y genômicos se esta  comenzando a en tender este proceso.
Se ha  descrito que el m arcaje de las células fundadoras esta  en 
correlaciôn con la oscilaciôn de la respuesta  a aux ina (visualizada con el 
prom oter sintético de respuesta  a auxina DR5) en células xilem âticas (De 
Sm et et al., 2007). Estos autores dem ostraron que las oscilaciones en la 
expresiôn del m arcador DR5:G\JS ocurrian  a in tervales regulares de 15
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horas y lo relacionaron con la especificacion de CF en las células del periciclo 
adyacentes al protoxilema. Con este trabajo se concluyô que las raices de 
Arabidopsis tienen un mecanismo oscilatorio dependiente de auxina y que es 
responsable de la periodicidad en la aparicion de primordios de RL a lo largo 
de la raiz principal.
Ademâs del control genético, el patron espacial de las raices latérales 
a lo largo de la raiz prim aria de Arabidopsis puede estar infiuenciado por 
respuestas trôpicas o estimulos mecânicos (Ditengou et a l, 2008). Por 
ejemplo, se ha descrito que estimulos gravitropicos pueden inducir la 
formaciôn de primordios en la zona externa de raices dobladas 
m anualm ente (Lucas et al., 2008). Se puede pensar de forma intuitiva que lo 
que ocurre es que se acumulan mayores niveles de auxina en la zona 
doblada de la raiz al ser estim ulada por la gravedad (Ottenschlager et al., 
2003; Swarup et al., 2005). Imâgenes de microscopia confocal de plantas 
transgénicas que expresan el reportador DR5:venusYFP (Yellow Fluorescent 
Protein) revelaron cambios dinâmicos de genes de respuesta a auxina 
consistantes con una redistribuciôn de auxina entre tejidos (Ditengou et a l ,  
2008; Laskowski et al., 2008). Se ha hipotetizado mediante una modelizaciôn 
in silico que este estimulo gravitrôpico genera altos niveles de auxina en la 
parte exterior de la zona doblada de la raiz como consecuencia de cambios en 
los tam anos celulares. Los altos niveles de auxina promueven la expresiôn 
de transportador de infiujo de auxina AUXl (AUXIN RESISTANT 1) 
provocando un mâximo en los niveles de auxina antes de la formaciôn de 
novo del primordio de raiz lateral (Laskowski et al., 2008). Por otro lado, se 
ha propuesto que la estimulaciôn mecânica induce cambios en la expresiôn 
de genes de respuesta a auxina en el sitio de iniciaciôn de RL requiriendo la 
relocalizaciôn del transportador de efiujo de auxina P IN l (PIN-FORMEDl) 
en las células adyacentes del protoxilema (Ditengou et a l,  2008). Sin 
embargo, se ha propuesto que la inducciôn mecânica de formaciôn de RL no 
puede ser explicada ni por el mecanismo mediado por AUXl ni por el 
mediado por PIN l. Asi el m utante p in l  no présenta ningun defecto en el 
desarrollo de RL (Benkova et al., 2003) y en el caso del m utante auxl los
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defectos que présenta en formacion de RL pueden ser compensados 
mediante estimulaciôn mecânica (Ditengou et ah, 2008). Esto sugiere que la 
senalizacion mediada por un estimulo mecânico debe existir 
independientemente del marcaje de las células fundadoras mediado por 
auxina. Por lo tanto, al menos dos mecanismos diferentes parecen estar 
operando en la raiz para influenciar el posicionamiento de los primordios de 
RL, una via mediada por induccion mecânica y un mecanismo oscilatorio 
mediado por auxina. Esta hipotesis toma perfecto sentido para la raiz y su 
capacidad de responder tanto a senales ambientales como endôgenas.
1.1.3 R egulaciôn de la form aciôn de las R aices Latérales
Se han identifîcado y caracterizado recientemente muchos de los 
componentes de la transduccion de senal que régula la formaciôn de RL 
mediada por auxina (Fukaki et al., 2007). Sin embargo, las bases 
moleculares de la senalizaciôn por inducciôn mecânica quedan aùn por 
resolver. Una de las proteinas mâs importantes en la regulaciôn de la 
iniciaciôn de RL es el gen IAA14/SLR1  (INDOLE ACETIC ACID 14VSLR1 
(SOLITARY ROOT 1) (Fukaki et a l, 2002). IAA14/SLR1  pertenece a una 
familia de proteinas de vida corta denominadas Aux/IAA cuya funciôn es la 
represiôn de la transcripciôn regulada por auxina (Fukaki et al., 2002). Un 
paso importante en la ru ta  de iniciaciôn de RL es la degradaciôn 
dependiente de TIR 1-Auxina de los factores Aux/IAA, como lAAl 4/SLR 1. 
Mutaciones puntuales de aminoâcidos en la secuencia de la proteina IAA14 
generan proteinas dominantes negativas que no se degradan a través de la 
ru ta  TIR 1/Ubiquitina/Proteasoma 26S (Fukaki et a l,  2002). Asi, el m utante 
slr-1, que es dominante negative, no desarrolla raices latérales ya que las 
células del periciclo no pueden realizar las primeras divisiones. Sin 
embargo, la pérdida de funciôn del gen IAA14/SLR1  (m utante iaal4-l)  no 
présenta fenotipo (Okushima et al., 2005) sugiriendo que otros miembros de 
la familia A ux/IA A  pueden funcionar de forma redundante. Se ha visto que 
otros m utantes de la familia Aux/IAA de ganancia de funciôn como
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ia a l/a xrô  (auxin resistant 5) (Yang et al., 2004), iaa3/shy2 (short hypocotyl 
2) (Tian and Reed, 1999), iaalS/crane  (Uehara et al., 2008), iaa l9 /m sg2  
(massugu2) (Tatematsu et al., 2004) e iaa28-l (Rogg et al., 2001) estan 
implicados en desarrollo de raices latérales (Tabla 1). Ninguno de estos 
m utantes tiene bloqueada completamente la iniciacion de formacion de RL 
sugiriendo la existencia de redundancia funcional entre los distintos 
miembros de la familia (Weijers et al., 2005). Recientemente se ha mostrado 
la existencia de otro modulo de respuesta a auxinas, el de B D L/IA A12- 
M P/ARF5, que actuaria por debajo de IAA14 (De Smet et al., 2010). En este 
trabajo se propuso la existencia de modulos discretos y sucesivos de 
respuesta a auxina que coordinan distintos procesos de desarrollo, 
probablemente a través de la regulaciôn de dianas ùnicas, y que séria 
comparable a la respuesta bipartita de la auxina durante la especificaciôn 
de la hipôfisis (Weijers et al., 2006). Asi, se ha observado que una red 
genética con funciones diversas esta regulada por una sola molécula como es 
la auxina (De Smet et al., 2010) y que tanto los mecanismos de respuesta 
bimodular o m ultimodular pueden representar un principio general de 
regulaciôn para la senalizaciôn de auxina en plantas.
En presencia de auxina, las proteinas de tipo F-box TIR l 
(TRANSPORT INHIBITOR RESPONSEl) o AFBl-3 (AUXIN RECEPTOR 
F-BOX PROTEIN 1-3) se unen a proteinas de tipo lAA (Dharmasiri et al., 
2005; Kepinski y Leyser., 2005) para promover su marcaje con ubiquitina y 
su posterior degradaciôn por el proteasoma (Dharmasiri et a l, 2005; Gray et 
al., 2003; Zenser et al., 2001). Las proteinas TIRl/AFBs parecen tener una 
funciôn redundante durante el desarrollo de las raices latérales. M ientras 
que los m utantes simples tir l y afb presentan pequenas diferencias en el 
numéro de PRL, el triple m utante tirlafb2afb3  présenta una reducciôn del 
90% (Dharmasiri et al., 2005; Pérez-Torres et al., 2008). Recientemente se 
ha descrito que la mutaciôn tir l bloquea la inducciôn de RL promovida por 
la defîciencia de fosfato en el medio (Pérez-Torres et al., 2008). La expresiôn 
de T IR l en el periciclo se induce al crecer las plantas en medio sin fosfato
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mientras que plantas transgénicas que sobreexpresan TIRl presentan el 
mismo fenotipo que plantas crecidas en medio sin fosfato. Los autores 
propusieron que la disponibilidad en el medio de fosfato modula el numéro 
de primordios de RL regulando la sensibilidad a auxina por una via 
dependiente de TIR l. Este es un claro ejemplo de la conexién entre una 
hormona y la respuesta a un estimulo externo en el desarrollo del sistema 
radicular.
Los represores Aux/IAA dimerizan con factores de transcripciôn 
denominados de respuesta a auxina “Auxin Response Factors” (ARF) que 
controlan la transcripciôn génica dependiente de auxina (Guilfoyle and 
Hagen, 2007). Se ha demostrado que lAAl4/SLR interacciona directamente 
con ARF7 y ARF19 (Fukaki et al., 2005). El marcaje de lAAl4/SLR para su 
degradaciôn mediado por auxina y TIRl/AFBl-3 produce la derepresiôn de 
los factores de transcripciôn ARF7 y ARF19, cuya acciôn promueve la 
formaciôn de las raices latérales. El doble m utante arf7arfl9  présenta el 
mismo fenotipo que el m utante slrl en la disrupciôn de la formaciôn de PRL 
(Fukaki et al., 2002; Wilmoth et a l, 2005). Sin embargo, aunque en poco 
numéro, el doble m utante arf7arfl9  forma RL (Fukaki et al., 2007), lo que 
ha sugerido que otros factores de transcripciôn de tipo ARFs podrian regular 
o contribuir en ausencia de ARF7/ARF19 en el proceso de formaciôn de RL.
La familia de factores de transcripciôn ARF esta compuesta por 23 
miembros (Guilfoyle and Hagen, 2007). Se ha demostrado que 5 de ellos 
tienen funciôn como activadores transcripcionales (ARF4, 5, 6, 7 y 19) y el 
resto de miembros parecen tener un papel represor (Tiwari et al., 2003; 
Tiwari et al., 2004). Algunos ARFs parecen regular también el desarrollo de 
raices latérales (Mallory et a l,  2005; Wang et al., 2005; Tian et al., 2004), 
aunque serân necesarios estudios futuros para determ inar el papel de estas 
proteinas.
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Proceso Mutante Estadio Fenotipo Referencias
molecular/celular desarrollo raiz
lateral
Homeostasis auxina su r i 1 > numéro Seo et al.,
de RL (1998)
sur2 I > numéro Earlier et al.
de RL (2000)
ilr2 I < numéro Magidin et al.,
de RL (2003)
arfS I > numéro Tian et al.,
de RL (2004)
i lr l  iarS I < numéro Rampey et al..
ill2 de RL (2004)
y d k l I < numéro Takase et al,
de RL (2004)
d fll I < numéro Nakazawa et
de RL al., (2001)
Senalizaciôn de t ir l  a fb l I < numéro Dharmasiri et
auxina de RL al, (2005)
a xrl I < numéro Lincoln et al..
de RL (1990)
axr 6/cul 1 I < numéro Hobbie et ai..
de RL (2000)
iaal/axrS I < numéro Yang et al.
de RL en (2004)
auxina
iaa3/shy2-2 ly < numéro Tian et al.
emergencia de RL (1999)
iaal4/slr ly No RL Fukaki et al.
emergencia (2002)
iaalS/crane I < numéro Uehara et d..
de RL (2008)
iaal9/msg I < numéro Tatematsu et
2 de RL al, (2004)
iaa28 I RL muy Rogo é ta l.
reducidas (2001)
0  nulas
a r f î  a rfl9 ly No RL Okushima et
mirlSO- emergencia al, (2005)
resistant
ARFlO/16/ I < numéro Mallory et d..
17 de RL (2005)
Wang et al,
(2005)
Transporte de a u x l I < numéro Bennett et d.,
auxina deRL (1996)
lax3 Emergencia < numéro Swarup et al.
de RL (2008)
pinl/3/4/7 ly < numéro Benkova et i l ,
emergencia de RL (2003)
Pgp4 I > numéro Santelia et al,
de RL (2005)
Transporte de gnom I < numéro Geldner et d..
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auxina y regulaciôn
Ciclo celular
Comunicaciôn
celular
Remodelaciôn de 
cromatina
Ruta citoquininas
Proteinas F-box
axr4
pinoid
big/tir3/doc 1
35S::KRP2
alf4
acr4
crrl/2/3/4
pickle
hrx-2
35S::SINA 
T5 
cegenduo
xbat32
arabidillo
1/2
T abla 1. Informaciôn general de mutantes con defectos en formaciôn 
conocidos durante la formaciôn de raices latérales
de RL 
I < numéro
de RL 
I < numéro
de RL 
I < numéro
de RL 
I < numéro
de RL 
I NoRL
I > numéro
de
primordio
s
I > numéro
de
primordio 
s en 
auxina 
I > numéro
de RL en 
citoquinin 
a
I < numéro
de RL 
I > numéro
de RL 
I < numéro
de RL 
I < numéro
de RL
de RL e implicados en procesos
(2004)
Hobbie (2006)
Robert et al., 
(2008) 
Desgagne et 
al, (2005) 
Himanen et 
a l, (2002) 
DiDonato et 
a l, (2004)
De Smet et al, 
(2008)
Fukaki et a l, 
(2006)
Li et a l, (2009)
Xie et al, 
(2002)
Dong et a l, 
(2006)
Nodzon et a l, 
(2004)
Coates et al, 
(2006)
moleculares o celulares
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1.1.4 Desarrollo de los prim ordios de raices latérales.
Morfologicamente, la iniciaciôn de las RL se détecta por primera vez 
cuando entre 1 y 3 parejas de células del periciclo comienzan varias rondas 
de divisiones anticlinales. Normalmente, esas divisiones son asimétricas, 
dando lugar a la formaciôn de dos células hijas unas pequenas, en el centro 
y otras mâs alargadas (Fig. 4). Aunque son 3 las capas celulares del periciclo 
que dividen durante la formaciôn del primordio experimentos de linaje 
celular han mostrado que solo la fila central contribuye significativamente 
al establecimiento del primordio (Kurup et a l, 2005). La divisiôn asimétrica 
es indicativa normalmente de que las células hijas tienen distintos destinos 
celulares (Scheres y Benfey, 1999). Acorde con esta conclusiôn se ha 
demostrado que las células hijas pequenas (no las alargadas) expresan 
genes relacionados con divisiôn asimétrica (De Smet et al., 2008).
Se ha intentado identificar genes que regulen esas divisiones 
anticlinales por anâlisis transcriptômicos de los m utantes sir y arf7arfl9  
que tienen alterada la iniciaciôn de la formaciôn de RL (Fukaki et al., 2002 ; 
Vanneste et al., 2005). En estos anâlisis, se observô que la mutaciôn slr-1 
afecta a la expresiôn, entre otros, de algunos genes implicados en la 
regulaciôn del ciclo celular (Vanneste et al., 2005). La sobreexpresiôn del 
regulador de ciclo celular CycD3;l, (que promueve la transiciôn de fase G l a 
S del ciclo celular) en el m utante slr-1 induce algunas rondas de divisiones 
anticlinales pero es incapaz de activar la expresiôn de marcadores como 
ACR4  (ARABIDOPSIS CRINKLY 4) (De Smet et al., 2008) o perm itir la 
formaciôn de un primordio completo (Vanneste et al., 2005). Asi pues, la 
activaciôn del ciclo celular no es suficiente para inducir el desarrollo de 
primordios en el m utante slr-1. Ademâs se ha publicado que la proteina 
GNOM juega un papel importante en la divisiôn celular asimétrica 
(Steinm ann et al., 1999; Geldner et al., 2004). M utantes con niveles bajos de 
esta proteina tienen afectada la formaciôn de raices latérales. Anâlisis 
microscôpicos revelaron que los defectos no son en arresto de primordios en
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estadios tem pranos de desarrollo sino en una  incapacidad de in ic iar la 
form aciôn del primordio (Geldner et al., 2004).
(b)
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Figura 4. Cambios morfologicos durante el desarrollo de primordios de raices latérales. A) Las 
raices latérales se originan dentro de la raiz prim aria en las células del periciclo. B) Establecimiento 
del gradiente mâximo de auxina utilizando el reportador DR5:GUS. D) Los dibujos se hicieron a 
partir de las fotos reales. Barra de escala 20 pM. (Modificado Peret et al., 2009).
El gen G NO M  codifica p ara  un  ARF-GEF (ADP RIBOSYLATION 
FACTOR-GUANIDINE EXCHANGE FACTOR) que régula el trâfico de los 
transportado res del efiujo de auxina PIN  (Steinm ann et al., 1999). M u tan tes 
de pérdida de funciôn p ara  los genes P IN  (como p in l ,  3, 4 y  7) tienen  el 
mismo fenotipo que el inducido por la auxina en los m u tan tes gnom  (Frim l 
et al., 2003). Esto se debe a que tan to  los transportadores PIN  como las 
p ro teinas GNOM son necesarios p ara  el establecim iento del g radiente de 
aux ina requerido du ran te  la formaciôn del primordio, con un  m âximo inicial 
en las células centrales que m âs tarde  serâ en las células del extrem e de 
PRL (Fig. 4). Este mâximo de auxina m arca el patrôn  de formaciôn del 
nuevo prim ordio de la m ism a form a que un  morfôgeno du ran te  el desarrollo 
anim al (Bhalerao y B ennett 2003). Sin embargo, no se h an  identificado aùn  
los genes reguladores implicados, como factores de transcripciôn, que se
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expresan en un determinado umbral a lo largo del gradiente de auxina en el 
PRL.
La auxina, que inicialmente se acumula en las células centrales del 
PRL, pasa mâs tarde a las células del extreme del primordio donde 
intervendrâ en la degradaciôn de las proteinas Aux/IAA permitiendo la 
actuaciôn de los factores ARF para la transcripciôn de genes implicados en 
el desarrollo del primordio. Recientemente, se ha visto que dos genes 
regulados por ARF7/ARF19, LBD 16/ASL18 {LATERAL ORGAN  
BOUNDARIES-DOMAIN 16 / ASYM M ETRIC LEAVES2-LIKE18) y
LBD29/ASL16  son capaces de revertir el fenotipo cuando se sobreexpresan 
en el fondo del doble m utante arf?arfl9  (Okushima et al., 2007). 
LBD16/ASL18  y LBD 29/ASL16  pertenecen a una gran familia de factores 
de transcripciôn especifîcos de plantas y se ha demostrado que son dianas 
directas de ARF7 y ARF19. Asi estas proteinas LBD parecen actuar aguas 
abajo de los factores ARF7 y ARF 19 participando en la formaciôn del 
primordio mediada por auxina. La identificaciôn de genes que son regulados 
por LBD 16 y LBD29 perm itirâ comprender el control de las divisiones de las 
células fundadoras y la correcta formaciôn del primordio.
En Arabidopsis, MYB77, uno de los factores de transcripciôn de tipo 
R2R3 MYB estâ implicado en la respuesta a auxina (Shin et al., 2007). Una 
mutaciôn nula del gen M YB77  reduce en gran medida la expresiôn de genes 
inducibles por auxina m ientras que la sobreexpresiôn de M YB 77 activa 
genes inducibles por auxina en ausencia de esta hormona. El m utante 
myb77 tiene reducida la densidad de RL a bajas concentraciones de lAA. De 
hecho, el doble m utante m yb77/arf7  desarrolla menos RL, indicando una 
relaciôn sinergistica entre ambos genes. El dominio de activaciôn del factor 
de transcripciôn MYBB77 interacciona con la regiôn C-terminal (dominios 
III y rV) de la proteina ARF7 y la coexpresiôn de MYB77 y la regiôn C- 
terminal de ARF7 aum enta la expresiôn de genes de respuesta a auxina en 
protoplastos. Estos resultados sugieren que la interacciôn entre MYB77 y
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ARFs, incluyendo ARF7, juega un papel clave en el crecimiento y en 
procesos mediados por auxina como por ejemplo la formacion de RL. Este 
trabajo sugiere que MYB77, o MYBs relacionados, interaccionan con los 
factores ARFs regulando una gran variedad de procesos de desarrollo y 
crecimiento mediado por auxina.
Por otro lado, se ha visto una desviacion en la division de las células 
del primordio en el m utante para el gen PUCHI, un factor de transcripciôn 
del tipo AP2 (APETALA 2)/ER EB P  {ETHYLENE RESPONSIVE  
ELEM ENT BINDING PROTEIN) (Hirota et al., 2007). Mutaciones recesivas 
para el gen PUCHI generan alteraciones en la divisiôn de los primordios y 
provocan que las células adyacentes al primordio se hinchen. La expresiôn 
de PUCHI se detecta por prim era vez en todas las células de primordios de 
RL en estadios tempranos para detectarse mas tarde sôlo en la regiôn 
prôxima al primordio. La expresiôn de PUCHI requiere los elementos de 
respuesta a auxina en su regiôn promotora y la aplicaciôn de auxina 
exôgena produce una acumulaciôn de los niveles del ARNm. Estos 
resultados sugirieron que PUCHI actùa aguas abajo de la senalizaciôn de 
auxina y que contribuye a la morfogénesis del primordio controlando los 
patrones de divisiôn durante los estadios tempranos de formaciôn del 
primordio (Hirota et al., 2007). Serâ importante determ inar en el futuro qué 
tipo de genes son regulados por PUCHI durante el desarrollo del primordio 
para entender el papel de este gen en la formaciôn y desarrollo de los 
primordios.
Recientemente se han identifîcado mediante anâlisis transcriptômicos 
de las células del periciclo prôximas al xilema mâs de una docena de genes 
potencialmente implicados en la regulaciôn de la divisiôn celular asimétrica 
y de la especificaciôn celular durante la iniciaciôn de la formaciôn de RL (De 
Smet et al., 2008). Uno de esos candidates, ACR4, se expresa en las células 
hijas pequenas que se forman después de la primera divisiôn asimétrica en 
las células del periciclo. M utantes para el gen ACR4 y miembros de la
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misma familia CRR4 (CRINKLY4RELATED 4) forman PRL que no 
expresan o lo hacen de forma aberrante genes como LBD5:G\JS o el 
promoter sintético de respuesta a auxina DR5:GUS. ACR4 parece estar 
influenciando la especificaciôn del destine celular durante el desarrollo del 
primordio. El gen ACR4 codifica para un receptor tipo kinasa asociado a 
membrana que probablemente régulé la formaciôn del primordio a través 
del reconocimiento de una molécula senalizadora como podria ser un 
péptido. Se han encontrado defectos en el desarrollo de primordios en 
m utantes de miembros de la familia de ACR4 que hacen que los PRL se 
inicien unos junto a otros o en el polo opuesto donde normalmente no se 
formarian. La funciôn de ACR4, asi como de los genes relacionados, es 
necesaria para la represiôn de las divisiones de las células adyacentes al 
primordio. Por lo tanto, ACR4 y genes homôlogos forman parte de un 
mecanismo de desarrollo que parece estar implicado en la represiôn de las 
divisiones proliferativas de las células adyacentes del periciclo. Dado que 
ACR4 se expresa exclusivamente en el primordio, este tipo de receptores 
parecen ejercer su regulaciôn como una senal celular no autônoma que 
reprime la divisiôn de las células del periciclo que rodean al primordio.
Recientemente se ha publicado que el gen SHORTROOT  es un 
regulador clave de la formaciôn del sistema radicular controlando no solo la 
formaciôn del meristemo de la raiz principal sino también la iniciaciôn del 
desarrollo de raices latérales, su patrôn de distribuciôn y la formaciôn de 
raices adventicias (Lucas et al., 2011). Ademâs se observô que la implicaciôn 
del gen SHR  durante la iniciaciôn y formaciôn del primordio es diferente del 
papel que juega durante el desarrollo del meristemo de la raiz principal.
1.1.5 Em ergencia del prim ordio de RL
Los tejidos del cortex y la endodermis forman circulas concéntricos 
alrededor de las células del periciclo en las cuales se ha iniciado el desarrollo 
del primordio (Fig. 5) por lo que la emergencia del PRL implica que debe
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pasar a través de estos tejidos en la raiz principal. En Arabidopsis, esto 
comprende capas celulares como la endodermis, células del cortex y 
epidermis. En otras especies de plantas, como arroz, el PRL debe atravesar 
hasta 15 capas de células (Osmont et al., 2007). Algunos investigadores han 
especulado durante mas de un siglo que el desarrollo del primordio y la 
separacion celular de los tejidos adyacentes de la raiz tiene que estar 
altam ente coordinada para minimizar el dano y reducir los riesgos de 
lesiones o infecciones (Lloret, 2002).
En plantas jovenes, de 4 dias post-germinacion la auxina se sintetiza 
principalmente en la parte aérea y se transporta a la raiz mediante 2 ru tas 
de igual importancia: el transporte mediado por el floema y el transporte 
polar. En plantas de 8 dias el transporte mediado por el floema empieza a 
ser el transporte dominante (Ljung et al., 2005). Este suministro de auxina 
aéreo a la raiz es necesario para promover la emergencia del primordio 
(Bhalerao et al., 2002). Ademâs se ha visto que plantas a las que se les ha 
eliminado los cotiledones y las hojas tienen bloqueada la emergencia de RL 
(Swarup et al., 2008). Las raices también tienen su fuente propia de auxina, 
sin embargo las RL solo adquieren la capacidad de sintetizarla después de la 
emergencia del primordio (Peret et al., 2009). Por lo tanto, es poco probable 
que esta fuente de auxina juegue un papel importante en la emergencia del 
primordio.
La iniciacion de la formaciôn de RL estâ regulada por la auxina que se 
produce en el meristemo de la raiz principal (Casimiro et al., 2001; De Smet 
et al., 2007) mientras que la emergencia depende exclusivamente de la 
auxina procedente de la parte aérea (Bhalerao et al., 2002). La auxina 
modifîca el destine celular y activa la divisiôn celular durante la iniciaciôn 
de la formaciôn del primordio m ientras que durante la emergencia se 
encuentra ligada a la separaciôn celular (Boerjan et al., 1995; Laskowski et 
al., 2006). Patrones de expresiôn génica de raices tratadas con auxina 
mostraron altos niveles de expresiôn génica de genes que codiflcan para
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enzimas remodeladoras de la pared celular como pectatoliasa, pectil 
metilesterasa, expansinas y h-xilosidasa (Laskowski et al., 2006). Sin 
embargo, la induccion mediada por auxina de un grupo de genes implicados 
en separacion celular plantea la cuestion de si el primordio produce sus 
propias enzimas o si son producidas por los tejidos adyacentes. Se ha 
demostrado recientemente que algunos genes potencialmente implicados en 
remodelaciôn de pared celular se expresan en frente del primordio en 
desarrollo, incluyendo genes que codiflcan para poligalacturonasas 
(Gonzalez-Carranza et al., 2007; Ogawa et al., 2009), proteasas tipo 
subtilisinas (Neuteboom et al., 1999), xiloglucan 
endotransglucosilasa/hidrolasa y pectatoliasas (Swarup et al., 2008). Sin 
embargo, la expresiôn de enzimas remodeladoras de pared celular en los 
sitios de emergencia del primordio no afecta a la integridad del mismo. Esto 
podria explicarse por una diferencia en la composiciôn de la pared celular 
del primordio y la raiz parental. La pectina en el primordio en desarrollo 
esta altam ente metilada m ientras que en las células que lo rodean 
procedentes de la raiz principal estan altam ente demetiladas por la acciôn 
de las pectin-metil-esterasas (Laskowski et al., 2006). Esto hace que las 
enzimas remodeladoras de pared celular sôlo tengan actividad en los tejidos 
externes del primordio.
Se ha descrito recientemente que la auxina que se origina en el 
primordio en desarrollo actua como una senal inductiva que reprograma las 
células adyacentes provocando la separaciôn de sus paredes celulares 
(Swarup et al., 2008). LAX3 (LIKE AUXl ^  régula la expresiôn de varias 
enzimas remodeladoras de pared celular (CWR). Esto incluye a pectatoliasa 
(PLA2); poligalacturonasa (PG); Xiloglucanxiloglucosiltransferasa (XTR6); 
expansina (EXP 17); y glicosilhidrolasa (GLH17) (Henrissat 1991; Cosgrove 
2000; Marin-Rodriguez et al., 2002; Vissenberg et al., 2005; Wen et al.,
2006). Las enzimas PG y PLA2 son particularm ente importantes para la 
separaciôn celular durante la emergencia de las RL ya que rompen la 
pectina demetilada que es un sustrato en el que estan enriquecidas las
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células que rodean al primordio. C uriosam ente la proteina IAA3/SHY2 que 
se expresa en la endoderm is régu la  un  grupo de enzim as CWR que se 
superponen con las reguladas por LAX3. Esto refleja las diferencias en la 
composiciôn de la pared celular en tre  los tejidos de la raiz  endodérmico y 
lateral. El patrôn  de expresiôn de LA X 3  se lim ita  a los tejidos exteriores de 
la raiz y es im portante p a ra  la inducciôn localizada de genes CWR como PG 
y XTR6. Esto perm ite asegurar u n a  inducciôn e strict a controlada por 
auxina de los componentes de la  m aquinaria  de separaciôn celular y no 
com prom eter asi la in tegridad  de la raiz  principal. Se sabe que altos niveles 
de auxina producen separaciôn celu lar en las raices de Arabidopsis (Boerjan 
et al., 1995; Laskowski et al., 1995). Sin embargo, los autores de estos 
estudios observaron que la separaciôn celular se producia de forma anorm al 
m ien tras que en condiciones n a tu ra le s  la  separaciôn celular es muy 
localizada.
■  Epédermto H CéMaponieicI} iu iito « l HiGm*
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Figura 5. Secciôn transversal de raiz de Arabidopsis con un primordio emergiendo. A) La raiz de 
Arabidopsis tiene una estructura simple compuesta por las células de los haces vasculares rodeadas 
por très capas celulares. B) La emergencia del primordio provoca la reprogramacion de las células 
externas para promover la separaciôn celular. (Adaptado de Peret et al., 2009)
El m utan te  lax3, que tiene afectada la em ergencia de raices latérales, 
p résen ta  un  increm ento significativo del num éro de PRL en comparaciôn 
con el silvestre (Sw arup et al., 2008). El retraso  en la progresiôn de 
desarrollo de RL en el m u tan te  lax3  es causado probablem ente por la  auxina
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procedente de las hojas (que promueve la emergencia de las RL) (Bhalerao et 
al., 2002) que se acumula a niveles por encima de los ôptimos en el 
periciclo de la raiz estimulando la iniciaciôn ectôpica de nuevos primordios. 
Esta hipôtesis estâ apoyada por los resultados obtenidos por Lucas et al., 
(2008) que revelaron una regulaciôn por retroalimentaciôn entre la 
iniciaciôn y la emergencia en el desarrollo del primordio.
Se puede concluir que la emergencia de las raices latérales es un 
proceso altam ente regulado en el que se emplea una senal comùn para 
sincronizar el proceso de iniciaciôn de desarrollo de raices latérales y la 
emergencia. Ademâs la regulaciôn de la emergencia de las RL en plantas es 
de gran importancia para la integridad del sistema radicular completo ya 
que los sitios de emergencia se suelen usar por patôgenos del suelo como 
puntos de entrada e infecciôn (Sprague et al., 2007). Esta presiôn selectiva 
debe haber infiuenciado en una correcta y compleja regulaciôn del proceso. 
Ademâs, para reducir infecciones, el proceso de formaciôn de raices latérales 
parece estar ligado con la producciôn de moléculas de defensa asi como la 
activaciôn de genes de defensa en los sitios de emergencia (Park et al., 
2004).
1.1.6 A ctivaciôn del m eristem o de la raiz lateral y elongaciôn
En el momento en que la raiz lateral atraviesa la epidermis se piensa 
que tiene lugar la activaciôn del meristemo. Como se comentô 
anteriormente, los meristemos de RL tienen la capacidad de producir auxina 
(Ljung et al., 2005) pero no se sabe en que estadio de formaciôn de primordio 
se adquiere la independencia en el suministro de auxina de la raiz principal. 
El arresto en el estadio de postemergencia en el m utante alfS se puede 
reestablecer aplicando auxina exôgena o precursores de indol (Celenza et al., 
1995). Este resultado sugiere que ALF3  es necesario para m antener la 
capacidad proliferativa del meristemo secundario durante su desarrollo.
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Por lo tanto es posible que la capacidad de sintetizar su propia auxina 
pudiera coincidir con el momento de activaciôn del meristemo. Sin embargo 
parece ser necesario el transporte acropétalo de la parte aérea o de la raiz 
principal para el desarrollo continuo y la elongaciôn de la raiz lateral. 
Alteraciones en el transporte acropétalo de auxina en el m utante m drl 
(multiple drug resistance i) produce una reducciôn en la elongaciôn y el 
arresto prem aturo de las raices latérales (Wu al., 2007).
1.1.7 Otras horm onas im plicadas en la form aciôn de RL
1.1.7.1 C itoquininas
Las citoquininas (CK) juegan generalmente un papel antagonista a 
las auxinas, tanto en el desarrollo de la planta como en la dominancia apical 
de la parte aérea y regeneraciôn de tejidos. Estudios recientes han indicado 
que la citoquinina es un regulador negativo de la formaciôn de las RL. Por 
ejemplo, multiples mutaciones en componentes de la senalizaciôn de 
citoquininas en Arabidopsis como los Reguladores de Respuesta de 
Arabidopsis tipo B, “Type B ARRs” y los receptores de citoquinina AHK 
(Arabidopsis Histidina Kinase) m uestran un incremento en el numéro de RL 
(Mason et al., 2005; Riefler et al., 2006). Ademâs, plantas transgénicas que 
tienen niveles reducidos de citoquininas endôgenas, porque sobreexpresan la 
enzima que dégrada citoquininas “Cytokinin oxidase” (CKX), presentan 
mayor numéro de RL (Werner et al., 2001, 2003; Lohar et al., 2004). Por el 
contrario, multiples mutaciones en ARRs de tipo A, que son reguladores 
negatives de la senalizaciôn de CK presentan menor numéro de RL (To et 
al., 2004). Estas observaciones sugieren que las citoquininas endôgenas 
estân implicadas en la inhibiciôn de la formaciôn de las RL. De hecho, el 
crecimiento de plantas en medio con CK inhibe la iniciaciôn de la formaciôn 
de RL en Arabidopsis (Li et al., 2006; Laplaze et al., 2007; Kuderova et al., 
2008) y arroz (Rani Debi et al., 2005). En el trabajo de Li et al., (2006) se 
demostrô que el tratam iento con CK inhibe la iniciaciôn de la formaciôn de
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RL bloqueando el paso de fases G2 a M del ciclo celular en las células 
fundadoras del periciclo.
La represiôn de la iniciaciôn de formaciôn de RL es dependiente de los 
componentes de la senalizaciôn de CK incluyendo al receptor de CK 
CRE1/AHK4 y los AHPs (Arabidopsis Histidina Phosphotransfer proteins) 
(Hutchison et al., 2006). Es interesante resaltar que la aplicaciôn de auxina 
exôgena no rescata la inhibiciôn producida por la CK, aunque puede 
rescatar las primeras divisiones celulares. Estos resultados indican que la 
acumulaciôn de CK en las células del periciclo no influye en la activaciôn de 
las divisiones celulares de las células del periciclo mediadas por auxina pero 
si que bloquea el programa de desarrollo del primordio de RL. El 
conocimiento de los tejidos responsables de la respuesta de las CK podria 
ayudar a comprender mejor la interacciôn de la regulaciôn hormonal en la 
formaciôn de RL. Estudios en los que se han utilizado plantas transgénicas 
de Arabidopsis que expresaban la enzima de biosintesis de CK de 
Agrobacterium tumefaciens, isopentenil transferasa (IPT) en las células del 
periciclo del protoxilema, han visto que se inhibe la iniciaciôn de RL 
(Laplaze et al., 2007), m ientras que la expresiôn en las células del periciclo 
del protoxilema de la enzima encargada de la degradaciôn de citoquininas, 
Citoquinina Oxidasa 1 (CKXl) produce la derepresiôn de la iniciaciôn de RL. 
Estos experimentos proporcionan evidencias suficientes de que las CK 
endôgenas en las células del periciclo del protoxilema inhiben la iniciaciôn 
de RL. En el trabajo de Laplace et al., (2007) también se demostrô que la CK 
exôgena inhibe la inducciôn mediada por auxina de la expresiôn de los genes 
PIN, lo que interfîere en el establecimiento del gradiente de auxina durante 
la iniciaciôn de formaciôn del primordio. Estos datos indican que 
probablemente la CK endôgena esté impidiendo la acumulaciôn dependiente 
de auxina de los transportadores PIN e inhibiendo asi la divisiôn asimétrica 
necesaria para la formaciôn del primordio. De forma similar la 
sobreproducciôn de CK por la sobreexpresiôn de la enzima IPT interfîere con 
el desarrollo inicial del primordio y la respuesta maxima a auxina durante 
el desarrollo del primordio (Kuderova et al., 2008). Por otro lado, la auxina
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exôgena inhibe râpidamente la sintesis de CK en plantas de Arabidopsis 
indicando que la CK (Nordstrom et al., 2004), Al igual que en Arabidopsis en 
la leguminosa Medicago truncatula la senalizaciôn de CK tiene también un 
papel en la inhibiciôn de la formaciôn de RL. La reducciôn de los niveles del 
receptor de CK en Medicago produce raices que son insensibles a CK y 
desarrollen un elevado numéro de RL (Gonzalez-Rizzo et al., 2006), lo que 
indica un papel comùn de las CK en la formaciôn de RL en plantas 
superiores.
1.1.7.2 Acido Abcisico
La implicaciôn del acido abcisico (ABA) en la formaciôn de RL se 
demostrô inicialmente por el estudio de m utantes de senalizaciôn de ABA en 
Arabidopsis. En estos estudios se ha demostrado que la hormona ABA es un 
regulador negativo de la emergencia de RL (Smet et al., 2006). La aplicaciôn 
de ABA de forma exôgena inhibe la emergencia del primordio de la raiz 
principal ademâs de la activaciôn del meristemo de la raiz lateral. Esta 
inhibiciôn no se puede revertir aplicando auxina exôgena indicando la 
existencia de un punto de control independiente de auxina y sensible a ABA 
que esta implicado en el estadio de postemergencia del primordio (De Smet 
et al., 2003). También hay evidencias genéticas de la interacciôn de las 
hormonas ABA y auxina en la formaciôn de RL. El gen ABI3 (ABA 
Insensitive ^  codifica para un factor de transcripciôn de tipo B3 necesario 
para la senalizaciôn de ABA que se induce por auxina en el primordio 
(Brady et al., 2003). Mutaciones en el gen ABI3  atenùan la capacidad de 
respuesta de formaciôn de RL tras la aplicaciôn de auxina exôgena. Por el 
contrario mutaciones en el gen E R A l (Enhanced Response to ABA  i )  que 
codifica para una farnesil transferasa producen un incremento en el nùmero 
de raices latérales. Por lo tanto, m ientras que el ABA exôgeno régula 
negativamente la emergencia de primordios de RL la senalizaciôn de ABA 
mediada por E RA l y ABI3  es necesaria para la formaciôn de RL mediada 
por auxina, concretamente para la iniciaciôn de la formaciôn del primordio
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indicando una relaciôn cruzada entre la senalizaciôn por ABA y la acciôn de 
la auxina.
Se ha visto ademâs que el ABA estâ implicado en la formaciôn de RL 
mediada por nutrientes. Altas concentraciones de NO3 inhiben el desarrollo 
de RL inmediatam ente después de la emergencia del primordio de la raiz 
principal (Signora et al., 2001). Los efectos inhibitorios del NO3 se reducen 
significativamente en algunos m utantes insensibles a ABA (abi4 y abiS), 
m utantes para la biosintesis de ABA (abal, aba2 y abaS) pero no en otros 
m utantes insensibles a ABA como abil, abi2 y abi3. Esto indica que el efecto 
inhibitorio de NO3 en el desarrollo de RL implica rutas de transducciôn de 
senal especificas de ABA. El m utante relacionado con auxina ibr5 (indole-3- 
butyric acid response 5) proporciona evidencias de una comunicaciôn 
cruzada entre la senalizaciôn del ABA y la auxina. El m utante ibrS tiene 
reducida tanto la formaciôn de RL inducida por IBA como la inhibiciôn de la 
germinaciôn inducida por ABA (Monroe-Augustus et al., 2003; Strader et al., 
2008). El gen IBR5  que codifica para una proteina fosfatasa que promueve 
la respuesta a auxina a través de un mecanismo distinto de TIRl y los 
represores Aux/IAA. Por otro lado el m utante de ganancia de funciôn para el 
gen A X R 2/IA A 7  es resistente a la aplicaciôn de ABA exôgeno m ientras que 
el m utante s lr l / ia a l4  es hipersensible a la acciôn del ABA (Wilson et al., 
1990; Fukaki et al., 2002) sugiriendo que la senalizaciôn de auxina 
dependiente de Aux/IAA afecta también a la actividad del ABA en la raiz.
1.1.7.3 B rasinoesteroides
Se ha visto que hay una regulaciôn cruzada de rutas dependientes de 
brasinoesteroides (BR) con ru tas dependientes de auxina en varies procesos 
de desarrollo y en la regulaciôn de la transcripciôn (Nakamura et al., 2003; 
Li et al., 2005; Nakam ura et al., 2006; Nakamoto et al., 2006). En el trabajo 
de Bao et al., (2004) se demostrô que la auxina y los brasinoesteroides 
promueven la formaciôn de raices latérales de forma sinérgica. El m utante
32
de Arabidopsis, bril (brassinosteroid-insensitive 1) que es insensible a 
brasinoesteroides por un defecto en el receptor de BR, tiene menos raices 
latérales que plantas silvestres. Ademâs la mutaciôn bril reduce la 
expresiôn del promoter sintético de respuesta a auxina DR5:GUS en el âpice 
de la raiz m ientras que la aplicaciôn de brasinoesteroides de forma exôgena 
promueve la expresiôn de DR5:GUS en al âpice de plantas silvestres. 
También se ha visto que los brasinoesteroides promueven el transporte 
acropétalo de auxina en la raiz, lo que hace pensar que el efecto de 
aum entar el numéro de raices latérales con tratam ientos con BR se debe al 
aumento de transporte acropétalo de auxina. Se ha visto que el papel de los 
BR en la formaciôn de RL en guisante es igual que en Arabidopsis 
(Ferguson et ah, 2005) indicando que la interacciôn auxina-BR se encuentra 
conservada entre plantas dicotiledôneas.
1.1.7.4 G iberelinas
El papel de las giberelinas (GA) en la formaciôn de RL no se ha 
estudiado en detalle pero hay algunas evidencias que implican a estas 
hormonas en el proceso. Por ejemplo, un m utante de guisante déficiente en 
GA tiene menos nôdulos con fîjaciôn de nitrôgeno y raices latérales 
(Ferguson et al., 2005) sugiriendo que las GA favorecen tanto la nodulaciôn 
como la formaciôn de raices latérales en guisante. Se ha visto que m utantes 
de Arabidopsis déficientes en GA tienen un crecimiento de raiz principal 
reducido (Fu and Harberd, 2003), pero la implicaciôn en el desarrollo de RL 
no se ha publicado hasta la fecha.
1.1.7.5 Etileno
El etileno produce la estimulaciôn de la formaciôn de raices 
adventicias en muchas especies vegetales (Clark et al., 1999), pero el efecto 
en el desarrollo de RL se ha empezado a analizar recientemente. En el 
trabajo de Negi et al., (2008) se observô que el etileno régula de forma
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negativa la formacion de RL alterando el transporte de auxina. Estes 
autores observaron que el incremento en la sintesis de etileno per la 
aplicacion del precursor ACC o en el m utante etol (ethylene overproducer i), 
que es un m utante en el que bay una sobreproduccion de etileno, o en d 
m utante ctr que présenta un incremento en la senalizaciôn de etilero 
producen un descenso significative del numéro de RL. Por el contrario, t\ 
bloquée de la respuesta a etileno en les m utantes etrl (ethylene tripe 
response 1) o ein2 (ethylene insensitive 2) incrementa el numéro de RL. Se ha 
visto que la superproduccion de etileno aum enta tante el transporte 
acropétalo como basipétalo de lAA, y que este aumento del transporte no æ 
ha detectado en m utantes insensibles a etileno como etrl y ein2, indicanco 
que el etileno régula de forma positiva el transporte de auxina. Este 
aumento del transporte depende de AUXl ya que el m utante aux 1-7 is 
insensible a etileno (Negi et al., 2008).
Ivanchenko et al., (2008) analizaron el papel de la interaccion auxini- 
etiieno en la iniciacion de la formacion de RL y en el desarrollo del 
primer dio. La aplicacion de altas concentraciones de ACC inhile 
fuertemente la iniciacion de nuevos primordios pero promueve la 
emergencia de les ya existantes. Por el contrario el incremento en la sintess 
de etileno promovida por bajas concentraciones de ACC promueve la 
iniciacion de RL. Un anâlisis genético utilizando m utantes para la 
senalizaciôn de auxina o la sintesis de auxina mediada por etileno como 
wei2 y weiT (weak ethylene insensitive 2) que tienen defectos en la 
biosintesis de auxina dependiente de triptofano y mediada por etilero 
(Stepanova et al., 2005, 2007), indico que el efecto del etileno en la iniciacicn 
de RL es mediado tanto por la sintesis como por la senalizaciôn de auxina 
(Ivanchenko et al., 2008). Recientemente se ha implicado al gen XBATS2 
que codifica para una E3 ligasa de tipo RING con la regulaciôn de formacion 
de primordios mediada por etileno (Prasad et al., 2010). Se ha visto que la 
proteina XBAT32 dégrada via ru ta  de la ubiquitina a las enzimas 
implicadas en la sintesis de etileno ACC4 y ACC7 por lo que el fenotipo del
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m utante xbat32 que présenta reducido el numéro de RL y primordios de RL 
podria explicarse por un aumento de los niveles de etileno en el mutante.
1.1.7.6 Interacciones horm onales
Aunque la formacion de las raices latérales esta gobernada por la 
acciôn de varias hormonas, la auxina es el regulador central de este proceso. 
Esta variedad de actuaciones indica la complejidad del proceso y de las 
interacciones de la auxina con el reste de hormonas o de la interaccion entre 
todas ellas en el desarrollo de RL. Por ejemplo, la interaccion de la auxina 
con el etileno que afecta el transporte de auxina mediado por AUXl en la 
raiz podria implicar tamhién a los brasinoesteroides, ya que la interaccion 
de la auxina con los brasinoesteroides modula el transporte acropétalo de 
auxina en la raiz. Generalmente una hormona suele afectar al transporte, la 
sintesis, el metabolismo o la senalizaciôn de otra. Asi por ejemplo la auxina 
régula negativamente la biosintesis de CK (Nordstrom et al., 2004), el 
etileno induce la sintesis de auxina (Stepanova et al., 2005, 2007), la auxina 
es necesaria para el crecimiento de la raiz mediado por GA (Eu y Harberd 
2003) o el efecto positivo de los brasinoesteroides sobre la expresiôn de genes 
de respuesta a auxina (Nakamura et al., 2003).
Es probable que la formaciôn de RL esté regulada por una red de 
hormonas vegetales que interactùan entre si. Asimismo, esta red esta 
influenciada por diversos estimulos ambientales. Estas interacciones, 
aunque no se conocen en profundidad, juegan un papel im portante durante 
la formaciôn de RL (Fukaki et al., 2009). Asi los descubrimientos en un 
future prôximo tendrân que ir encaminados a proporcionar informaciôn de 
cômo las interacciones hormonales junto con estimulos ambientales 
cooperan durante la iniciaciôn, el desarrollo y la emergencia del primordio y 
cômo estes procesos determinan la creaciôn de una arquitectura radicular 
correcta para las condiciones del suelo.
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1.1.8 Funciôn de la rem odelaciôn de crom atina en la form aciôn de 
las raices latérales
La remodelaciôn de la cromatina es uno de los mécanismes que 
controlan la expresiôn génica. Como se comentô anteriormente, el m utante 
slrl  tiene bloqueada completamente la iniciaciôn de la formaciôn de RL 
(Fukaki et al., 2002, 2005). Posteriormente, estes autores llevaron a cabo 
una bùsqueda de m utantes que suprim ieran el efecto de slrl y que 
denominaron como ssl2 (supresor of sir 2) (Fukaki et al., 2006). El doble 
m utante ssl2slrl es capaz de producir RL y es sensible a auxina exôgena en 
la formaciôn de RL. Sin embargo el cuâdruple m utante ssl2slrlarf7arfl9  no 
forma RL indicando que SSL2 es necesario para la inactivaciôn de genes 
regulados por ARF7/19 mediada por IAA14. El gen SSL2  o PICKLE  es un 
homôlogo del factor de remodelaciôn de cromatina en animales CHD3/Mi-2. 
Este descubrimiento plantea una relaciôn interesante entre la expresiôn 
génica mediada por auxina y la remodelaciôn de cromatina. En animales, 
Mi2 reprime la transcripciôn como subunidad del complejo NuRD/Mi-2 que 
contiene histonas deacetilasas (HDAC) (Ahringer 2000). La inhibiciôn de la 
actividad HDAC por tricostatina A (TSA) también produce la iniciaciôn de 
la formaciôn de RL en el m utante slr-1, pero no en el triple m utante slr-1 
arf7arfl9  sugiriendo que se requiere una actividad normal de la actividad 
histona deacetilasa para la funciôn de ARF7/19. Estos resultados sugieren 
que la remodelaciôn de la cromatina mediada por P K L /SSL 2  régula 
negativamente la iniciaciôn de la formaciôn de RL en Arabidopsis a través 
de la funciôn del môdulo IAA14. Un descubrimiento reciente sobre la 
funciôn del co-represor TOPLESS  (TPL) en la inactivaciôn de 
A R F 5 /M 0 N 0 T E R 0 S  (MP) en la embriogénesis sugiere que la proteina TPL 
podria estar implicada tam bién en la inactivaciôn de los factores ARF7/19 
mediada por el môdulo IAA14-PKL (Szemenyei et al., 2008).
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1.2 La ruta de la ubiquitina en plantas
La ubiquitina (Ub) es un polipéptido de 76 aminoâcidos que esta 
altam ente conservado en todos los organismos eucariotas. La modificacion 
covalente de las proteinas diana con Ub, segun sea monoubiquitinaciôn o 
poliubiquitinacion, esta asociada a diferentes funciones en la célula, entre 
las que cabe resaltar el control de la progresion del ciclo celular, la 
biogenesis de orgânulos, la presentaciôn de antigenos, la respuesta a estrés, 
la transducciôn de seriales, el trâfîco de proteinas, la reparacion del ADN, la 
apoptosis, la regulaciôn transcripcional y la degradaciôn a través del 
sistema Ubiquitina/proteasoma 26S (UPS) (Pickart 2001). La uniôn de la Ub 
a las proteinas diana se produce a través de una cascada enzimâtica que 
comprenden très enzimas principales: La enzima activadora de ubiquitina o 
E l, las enzimas conjugadoras o E2 y las ubiquitin-ligasas o E3. La enzima 
E l, en una reacciôn dependiente de ATP, cataliza la formaciôn de un enlace 
tioéster a través de un residue de cisteina con el extreme carboxilo terminal 
(C-t) de la ubiquitina para transferirla de forma activada a la enzima E2. La 
enzima E2 carga la ubiquitina activada previamente e interacciona con la 
E3, quien reconoce especificamente a la proteina diana. Finalmente, la 
ubiquitina se une covalentemente a la proteina diana a través de un residue 
interne de lisina y el grupo C-t de la Ub. El marcaje con Ub de las proteinas 
diana puede ser de diferentes tipos: mono-ubiquitinaciôn, poli-mono- 
ubiquitinaciôn y poli-ubiquitinaciôn. En este ultime encontramos un 
complejo sistema de ensamblaje de Ub, ya que la cadena de poli-Ub se puede 
formar usando la misma lisina, formando una cadena final, o usando 
diferentes Usinas dentro de la molécula de Ub, formando cadenas de 
estructura compleja. En cada case, estas diferentes estructuras tienen 
diferentes implicaciones biolôgicas que van desde la degradaciôn de la 
proteina hasta la activaciôn de la misma, entre otras (Hershko y 
Ciechanover, 1998). Para que una proteina diana se degrade a través del 
proteasoma parece ser requisite indispensable que esté marcada con al 
menos 4 moléculas de ubiquitina, que se ensamblan a partir de la lisina K48
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(W ilkinson et al., 2000, D oherty et al., 2002, Smalle y V iestra, 2004). El 
proteasom a 26S es un  complejo enzim âtico formado por el proteasom a 203, 
que contiene los lugares actives de proteolisis, y dos particu las reguladoris 
19S com puesta de varias subunidades designada como RPT {regulatory 
particle triple A-ATPase) (Rubin et al., 1998). E stas particu las reguladoris 
son las encargadas de reconocer a las pro teinas poli-ubiquitinadas. l a  
proteolisis es un  proceso dependiente de ATP que se produce u n a  vez hayen 
sido elim inados los residues de Ub por la  accion de enzim as de-ubiquitinasas 
situadas en las tap as del proteasom a (Fig. 6).
AMP+PPi
ubiquitina/proteasoma
Figura 6. Ruta de la ubiquitina proteosoma.
E xisten distin tos inhibidores del sistem a UPS. Por ejemplo, la  Ub- 
aldehido que actùa bloqueando a las enzim as de-ubiquitinasas de las 
pro teinas reguladoras, o los compuestos MG132, MG115 o la epoxomicina, 
que bloquean a las actividades proteoliticas. En el prim er case se produce 
como consecuencia una  acum ulacion de las pro teinas poli-ubiquitinadas, 
m ien tras que con los otros inhibidores se produce una  acum ulacion de las 
pro teinas d iana en general.
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G racias a la secuenciaciôn del genoma de Arabidopsis, se h an  podido 
identificar 2 genes que codifican p ara  enzim as del tipo E l, 45 genes que 
codifican p ara  enzim as E2 y unos 1300 genes codificantes p ara  enzim as E3. 
Como se comento anteriorm ente, son las enzim as E3 las que reconocen 
especificam ente a las p ro teinas diana, dando asi especificidad al sistem a. 
E stas E3 se dividen en dos grandes grupos (Fig. 7) segùn sea su dominio de 
union a la  proteina diana; RING/Ubox y HECT:
- RING {Really Interesting New Gene): La enzim a E2 y la  p ro teina a 
degradar quedan anclados en proxim idad p ara  que la E2 céda su residue de 
ubiquitina.
- HECT {E6-Associated Carboxy-terminus): La enzim a E3 acepta el residue 
de ub iqu itina  de la E2 y form a un  nuevo enlace tioéster con la proteina 
d iana  p a ra  transferirle  la  ubiquitina.
#
diana j  ^  Q
diana
RING H E C T
Figura 7. Clasificacion de las enzimas E3 ubiquitina ligasas segùn su dominio de union.
U ne de los tipos de enzim as RING m as estudiados es el c o m p le j o  
S C F  (S kp l/C u llin /F -b o x ), que consta de 4 subunidades: CDC53 (CULl), 
RBX, S K P l (ASKl en plantas) y p ro teinas con un  motive-F (Fig. 8). En este 
complejo SCF, la  p ro teina C U L l form a un  eje cen tral en el que se acoplan 
las re s tan tes  subunidades (W iberlauer et al., 2000). Se h an  descrito dos 
dominios dentro de la  estru c tu ra  de CU Ll: M otives A y B, d irectam ente 
im plicados en la interaccion con las p ro teinas F-box y con las p ro teinas RBX, 
una  pro teina con dominio RING, cuya funciôn es facilitar la transferencia  de 
Ub desde las enzim as E2 hacia las p ro teinas d iana (Zheng et al., 2002).
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C U L l tam bién interacciona con la proteina SK Pl/A SK l (S-phase Kinase- 
Associated Protein 1), que a su vez establece una  conexion directa con el 
motive F-box. E stas p ro teinas F-box son las unidades intercam biables en 
estos complejos, son las encargadas de rec lu tar las pro teinas d iana a través 
de su region Carboxilica (C-t). En la m ayoria de los cases, la region C-t es 
rica en repeticiones de leucina (Fbl) o en repeticiones de tipo WD40 (Fbw) 
(Skowyra et al., 1997, del Pozo y Estelle, 2000). En p lan tas, se h an  descrito 2 
subunidades p ara  RBX, 5 p ara  CUL y 21 p ara  ASK (F arras et al., 2001). 
R ecientem ente se h an  descrito nuevos dominios, especificos de p lan tas, que 
posiblem ente estén implicados en el reconocimiento de diversos tipos de 
pro teinas d iana (Gagne et al., 2002).
G racias a la secuenciaciôn del genoma de Arabidopsis thaliana  y a su 
posterior anâlisis bioinformatico, se ha  encontrado que aproxim adam ente un 
5% de su proteom a pertenece a este sistem a de degradaciôn 
ubiquitina/proteasom a 26S. En Arabidopsis existen m as de 700 pro teinas F- 
box d istin tas, un  num éro m uy superior que el encontrado en otros 
organism os eucariôticos (14 en Saccharomyces cerevisiae y 74 en hum anos) 
lo que sugiere que este sistem a de regulaciôn por proteolisis especifica juega 
un  papel muy im portan te  en la senalizaciôn de p lan tas (Risseeuw et al., 
2003).
F -box
diana
CUL1
Figura 8. Subunidades que componen los complejos SCF en plantas.
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1.3. Arabidopsis thaliana  COMO ORGANISMO MODELO PARA EL 
ESTUDIO DE LA FORMACIÔN DE RAICES LATERALES EN 
PLANTAS.
Arabidopsis thaliana es una pequena crucifera que gracias a su 
reducido tamano, pequeno genoma y fâcil manipulacion genética ha llegado 
a ser uno de los mas importantes sistemas para el estudio de muchos 
aspectos de la biologia de las plantas. Sus caracteristicas ùnicas ofrecen una 
serie de ventajas a la hora de considerarla como modelo de investigaciôn. Es 
un verdadero diploide con un ciclo de vida muy corto (6-8 semanas), de 
fecundacion autogama, y produce numerosas semillas que permanecen 
viables durante varies ahos a tem peratura ambiente (Gomez-Campo, 1976). 
Por el tamano final de la planta (30 cm aproximadamente) permite siembras 
de hasta 10.000 plantas/m2 (Meyerowitz, 1987). Su rapide crecimiento 
permite el anâlisis de un gran numéro de individuos en un minime espacio y 
por lo tanto, la consiguiente amplificacion râpida de los genotipos utiles para 
posteriores estudios. Los cruzamientos son relativam ente fâciles de realizar 
y sencillos de m antener (por su capacidad de autofecundacion). Su compacte 
genoma, con relativamente escasas secuencias repetidas, y un bajo 
contenido en ADN (aproximadamente 100 Mh por nùcleo haploide, unas 25 
veces el tamano del genoma de Escherichia coli), la hacen con diferencia, la 
planta superior de genoma mâs pequeno conocido, y por lo tanto, un sistema 
ideal para estudios genéticos y moleculares. Puede ser fâcilmente 
transform ada utilizando Agrobacterium tumefaciens, y mediante el plâsmido 
Ti es posible introducir genes de interés y mantenerlos de forma estable. Por 
ejemplo, mediante la transformaciôn de plantas con fusiones de los 
promotores de genes de interés a genes marcadores como el GUS permite un 
estudio de la expresiôn espacio-temporal relativam ente simple. Ademâs, los 
genes de estudio pueden ser sobreexpresados o bloqueados fâcilmente 
mediante promotores constitutives, o mediante la transformaciôn con genes 
antisentido o microARNs artificiales. Arabidopsis thaliana présenta las 
caracteristicas tipicas de otras angiospermas en anatomia, morfologia.
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crecimiento, desarrollo y respuesta al ambiente, por lo que los resultados 
obtenidos en investigaciôn con esta especie son potencialmente aplicables a 
cualquier otra planta (Meyerowitz, 1989).
La simplicidad del genoma de Arabidopsis, el hecho de que este se 
baya secuenciado râpidamente, la existencia de centres de conservaciôn, 
distribuciôn de estirpes y de clones de ADN (NASC, ABRC, SENDAI) y el 
desarrollo de numerosas herram ientas informâticas, la hacen muy atractiva 
no sôlo para estudiar la regulaciôn y funciôn de genes implicados en la 
regulaciôn de la formaciôn del sistema radicular desde el marcaje de las 
células del periciclo para la formaciôn del primordio, como el desarrollo del 
primordio o la emergencia sino también transferir los resultados de la 
manipulaciôn del sistema radicular a otras especies de interés agronômico.
En este trabajo se describe al gen SKP2B (Atlg77000) que codifica 
para una proteina de tipo F-box que forma parte de un complejo SCF. 
Estudios de expresiôn de este gen mediante anâlisis histoquimicos han 
mostrado que este gen es un marcador de las células fundadoras de los 
primordios de RL. SKP2B  se expresa en el meristemo basai durante el 
marcaje de las células fundadoras, y se mantiene a lo largo del desarrollo del 
PRL (antes de la primera divisiôn asimétrica hasta la emergencia del 
primordio). Se ha utilizado la expresiôn de SKP2B  fusionando el promoter al 
gen de la GFP para realizar expérimentas de cell-sorting y posteriores 
anâlisis transcriptômicos de estas células. Asi hemos identifîcado casi 200 
genes que se expresan diferencialmente en primordio y hemos analizado la 
funciôn de 3 de estos genes durante el marcaje y el desarrollo del primordio. 
Por otro lado, se han utilizado plantas transgénicas con el promoter del gen 
SKP2B  fusionado al gen GUS para una mutagénesis con EMS 
(Etilmetanosulfonato) y posterior hùsqueda de m utantes con un patrôn de 
expresiôn alterado para el gen SKP2B que hemos denominado como 
m utantes sbrel (skp2b root expresiôn less). Mediante esta estrategia hemos 
identifîcado varies m utantes que m uestran alteraciones en el sistema
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radicular. En este trabajo nos hemos centrado en la caracterizacion de 2 de 
estos mutantes: shrelSO y shrel53. El m utante sbrelôO présenta un aumento 
del numéro de RL y una drâstica reduccion del tamano de la raiz principal. 
El m utante sbrel52 présenta un reducido numéro de RL y una acumulacion 
de primordios en estadio IV. Por otro lado, para abordar la regulaciôn de la 
expresiôn de SKP2B  se han realizado experimentos de un hibrido de 
levaduras y hemos identifîcado un factor de transcripciôn de tipo ERE. Por 
ultimo hemos encontrado que SKP2B  tiene una regulaciôn de la expresiôn 
mediada por intercambio de histonas y por complejos de modificaciôn de la 
cromatina como el complejo CAF.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS
1. Estudio funcional del gen SKP2B.
2. Papel de SKP2B en el desarrollo radicular.
3. Identificacion y caracterizacion funcional de genes implicados en la formaciôn 
de las células fundadoras y de los primordios de raices latérales.
4. Identificaciôn de nuevos mutantes con un patrôn de desarrollo radicular alterado.
a
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MATERIALES

3. MATERIALES
3.1 M aterial vegetal
Se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana  ecotipo Columbia (Col-0) para 
generar las Hneas transgénicas.
3.2 Cepas de bacterias y levaduras 
Bacterias:
■ Los clonajes se realizaron en Escherichia coli cepa DH5a.
■ La propagacion de los vectores Gateway se realizo en la cepa DB3.1.
■ Para la infeccién en plantas se usé la cepa C58C1 de Agrobacterium 
tumefaciens.
■ En la induccién de proteinas se usé la cepa BL21 pLys Rosetta de 
E.coli.
Levaduras: Cepas HF7C y Y187 de Saccharomyces cerevisiae
3.3 M edios de cultivo
Crecimiento de plantas y cultives celulares Casa Comercial
Agar Plant DUCHEFA
M acronutrientes MS (Murashige y DUCHEFA
Skoog, 1962)
MES 2-(N-Morpholino)- DUCHEFA
ethanesulfonic acid
Micronutrientes MS (Murashige y DUCHEFA
Skoog, 1962)
MS (Murashige y Skoog, 1962) DUCHEFA
Sacarosa MERCK
Crecimiento de bacterias y levaduras Casa Comercial
Agar bacteriolégico PRONADISA
LB DUCHEFA
YEPD DIFCO
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3.4 V ectores y o ligon u cleotid es
V ectores Casa Com ercial
pGWB3 Nakagawa et al, (2007)
pDONR221 INVITROGEN
pDEST32 INVITROGEN
pDEST22 INVITROGEN
pY189 INVITROGEN
pER8 Zuo et al., (2000)
pGST-2T AMERSHAM
pMBP NEW ENGLAND BIOLABS
O ligonucleotides
NOMBRE POSICIÔN OLIGO uso
S K P 2 B S e n t i d o A T G G T G A G T G A A G G A G C A A C c D N A
S K P 2 B A n t i s e n t i d o A T G C G C C G G G T G A G G G T A A A C G
C Y C B 1 ; 1 S e n t i d o A T G A T G A C T T C T C G T T C G A T T G T T C c D N A
C Y C B 1 ; 1 A n t i s e n t i d o C T A A G C A G A T T C A G T T C C G G T C A A
H i s t o n a  H 4 S e n t i d o A T G T C A G G A A G A G G A A A A G G c D N A
A n t i s e n t i d o T C A A C C A C C A A A T C C A T A T A G A G
A S K l S e n t i d o A T G T C T G C G A A G A A G A T T G T G T T c D N A
A n t i s e n t i d o T C A T T C A A A A G C C C A T T G G T T C T
A S K 2 S e n t i d o A T G T C G A C G G T G A G A A A A A T C A c D N A
A n t i s e n t i d o T C A T T C A A A A G C C C A T T G G T T C T
A S K 6 S e n t i d o A T G A T G A T A A A G G G T A T G G C A G A c D N A
A n t i s e n t i d o T C A G C G A C A G T T T G A A A A T G T G A G
A S K 8 S e n t i d o A T G T C G A C G A A A A A G A T C A T G T T c D N A
A n t i s e n t i d o T C A T T C A A A A G C C C A T T T A T T C T C
A S K I O S e n t i d o A T G T C G A C G A A G A A G A T C A T A T T c D N A
A n t i s e n t i d o T C A T T C A A A A C C C C A T T G A T T C
A S K 1 4 S e n t i d o A T G T C T T C C A A C A A G A T T G T T c D N A
A n t i s e n t i d o C T A T T C A A A A G C C C A T G C G T T T T C
A S K 1 8 S e n t i d o A T G G C T T C T T C T T C C G A A G A G A T c D N A
A n t i s e n t i d o T T A C T C A T T A A A A G T C C A A G C A T
S K P 2 B G 3 S e n t i d o T C T T T G G A C G T T A T C T C T C G P R O M O T O R
S K P 2 B G 2 S e n t i d o C T G G A A A A A T C C A T C C A G C A A P R O M O T O R
S K P 2 B G 7 S e n t i d o A C T C C T T T T T G A T T T T G T C P R O M O T O R
S K P 2 B G 8 S e n t i d o A G A A A C C C A A G G C A C C G A P R O M O T O R
S K P 2 B G 5 S e n t i d o C C A A A G T T T T G A T C C T T T T G P R O M O T O R
S K P 2 B G 6 S e n t i d o C T C C T A A A T T T T T G T C T C P R O M O T O R
S K P 2 B G 1 A n t i s e n t i d o T G C T C C T T C A C T C A C C A T C C T P R O M O T O R
S K P 2 B A G C T T C T A C G C T A G T C A C T A C G C T
a n n e a l i n g S e n t i d o A G T C A C T A C G C T A G T C A G P R O M O T O R
S K P 2 B T C G A C T G A C T A G C G T A G T G A C T A G
a n n e a l i n g A n t i s e n t i d o C G T A G T G A C T A G C G T A G A P R O M O T O R
S K P 2 B l k b m u t S e n t i d o A C T G T C C T A C G A T A G T C A A T G G A P R O M O T O R
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NOMBRE POSICION OLIGO USO
I A A 1 4 S e n t i d o A T G A A C C T T A A G G A G A C G G A c D N A
I A A 1 4 A n t i s e n t i d o T C A T G A T C T G T T C T T G A A C T T C c D N A
R A P 2 . 3 S e n t i d o A T G T G T G G C G G T G C T A T T A T T T C c D N A
R A P 2 . 3 A n t i s e n t i d o T T A C T C A T A C G A C G C A A T G A C A T C c D N A
T C P 2 4 S e n t i d o A T G G A G G T T G A C G A A G A C A T T G A G c D N A
T C P 2 4 A n t i s e n t i d o C T A T C T C C T T T C C T T T G C C T T G T C c D N A
A M M E C R l S e n t i d o A T G G T G T C G G C G A A C A G A G A A A c D N A
A M M E C R l A n t i s e n t i d o T C A G G C A A A G G C G T G C T T G T T G c D N A
p A C T 2 - F S e n t i d o T C T G G A T C T A C T T T A T T T G C T G P R O M O T O R
p A C T 2 - R A n t i s e n t i d o T A C A C A A A C T T C A T C T A A C C T T P R O M O T O R
p C Y C B l - F S e n t i d o T C T C T A A A C C  G T A C T A A T T C P R O M O T O R
p C Y C B l - R A n t i s e n t i d o C T T A G T G T T C T C T T C T C T T T P R O M O T O R
p A t 4 g 3 0 4 5 0 - F S e n t i d o C A C C C T A A C A T G T C T T T T A A A G T G G P R O M O T O R
p A t 4 g 3 0 4 5 0 - R
C h I P - S K P 2 B -
A n t i s e n t i d o A G C T T T G G G A T T G T G T G A G C P R O M O T O R
F a
C h I P - S K P 2 B -
S e n t i d o C T G C C C C A T T A G A G C A A A A A P R O M O T O R
R a
C h I P - S K P 2 B -
A n t i s e n t i d o T G A G G G A T T T T T G C T G G T G T A P R O M O T O R
F b
C b I P - S K P 2 B -
S e n t i d o A C C A G C A A A A A T C C C T C A A G T P R O M O T O R
R b
C h I P - S K P 2 B -
A n t i s e n t i d o C C T C T G A A A T C G T G T T C T T C G P R O M O T O R
F c
C h I P - S K P 2 B -
S e n t i d o C G A A G A A C A C G A T T T C A G A G G P R O M O T O R
Rc
C h I P - S K P 2 B -
A n t i s e n t i d o C A T C C T T G A A G C G G T T T C T T T P R O M O T O R
F d
C h I P - S K P 2 B -
S e n t i d o T G G T G A G T G A A G G A G C A A C A P R O M O T O R
R d A n t i s e n t i d o G A A C A A A C A A C A A G C A A A C A C P R O M O T O R
p P I N 6 - C h I P - F S e n t i d o A T T G A G A A T G A T T A T A C G G G P R O M O T O R
p P I N G - C b l P R A n t i s e n t i d o A T A T A G A G A C T T G T T G A C G P R O M O T O R
L S U 3 F w S e n t i d o G G A G A T A G A A C C A T G G G A A A A G G A G G A G c D N A
L S U 3 R e v A n t i s e n t i d o C C A G A A A G C T G G G T C C G A A T T C G T A A C A A C G c D N A
E S R l A F w S e n t i d o G G A G A T A G A A C A T G T T T C T C A A G A A G A A A G C T G A T G c D N A
E S R l A R e v A n t i s e n t i d o C C A G A A A G C T G G G T C C C A G T T C C A C G G T C T G G c D N A
S B R l F w S e n t i d o G G A G A T A G A A C C A T G T C T G C G A T T G T T T G C c D N A
S B R l R e v A n t i s e n t i d o C C A G A A A G C T G G G T C G A A G A C G T C T G G A T G G c D N A
X B A T 3 2 S e n t i d o G G A G A T A G A A C C A T G A G G T T T C  T A A G C C T C G c D N A
X B A T 3 2 A n t i s e n t i d o C C A G A A A G C T G G G T C G C A A G C A C T T C C A C C G G c D N A
X b a t p c r l F w S e n t i d o C A A A A T G A G G A T G A T G C A G G e n ô m ic o
X b a t p c r 2 R e v A n t i s e n t i d o C T C C A C A C C A A A A A T G A G T T G G e n o m ic o
X b a t p c r 3 F w S e n t i d o G A T G T G G A C T C G A G A G A A C G e n o m ic o
X b a t p c r 4 R e v A n t i s e n t i d o C C A A T A G C C G G A A T T C G C G C G G e n o m ic o
X b a t p c r S F w S e n t i d o G G A G A A A G C T T T C T T A T G G T G G e n ô m ic o
X b a t p c r B R e v A n t i s e n t i d o G G A T C A A C C C T A A C A A A T C A C C G e n o m ic o
X b a t p c r 7 F w S e n t i d o G C T G G T T C T C G A A T T G G G G e n o m ic o
X b a t p c r S R e v A n t i s e n t i d o G C C G C A A G G T G T A A A G C A G G e n o m ic o
X b a t p c r S F w S e n t i d o C A G G G A T A T T G G A A C A A T G G e n ô m ic o
X b a t p c r l O R e v A n t i s e n t i d o C C C T T A C T G A T C A A A A G C T G G e n ô m ic o
X b a t p c r l l F w S e n t i d o C A C G C A G T G T T G C C A G G G e n ô m ic o
X b a t p c r l 2 R e v A n t i s e n t i d o G G G G A A G T T T G G T G A A A G G e n ô m ic o
X b a t p c r l S F w S e n t i d o C G T C A A A G A C C T C A A A C G T C G e n ô m ic o
X b a t p c r l 4 R e v A n t i s e n t i d o C A A T G T A A T G G C A A G G C C G e n ô m ic o
X b a t p c r l S F w S e n t i d o G T G C T A A T T G A T T C T G T G G e n ô m ic o
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NOMBRE POSICION OLIGO USO
X b a t p c r l G R e v A n t i s e n t i d o G G C A T T A T C C T C G C T G A G C G e n o m ic o
Y i p  F w G w S e n t i d o G G A G A T A G A A C C G C G C G T G G A T C G T T C T T T C c D N A
Y i p  R e v G w A n t i s e n t i d o C C A G A A A G C T G G G T C G C G G A T A T G T T C C T T C T T C T A C c D N A
E L F 6  F w G w S e n t i d o G G A G A T A G A A C C C C G A T T T G T C G A C A A G G T G c D N A
E L F 6  R e v G w A n t i s e n t i d o C C A G A A A G C T G G G T C G A G C A G C T C C T T G A A C A C c D N A
D A R 2  P C R l F w  
D A R 2
S e n t i d o C C G A T C T C T T C T G C A A A G G e n ô m ic o
P C R l R e v  
D A R 2  P C R 2
A n t i s e n t i d o C C A A C G A G A C T C A T G A C A G e n ô m ic o
F w
D A R 2  P C R 2
S e n t i d o C T T T G A A T G A G T C G G T C C A G e n ô m ic o
R e v
D A R 2  P C R 3
A n t i s e n t i d o C C A T A C C C T G C A C G A T T T A G e n ô m ic o
F w
D A R 2  P C R 3
S e n t i d o C C G T T C A A T T T C A C T T T C T C T G e n ô m ic o
R e v
D A R 2  P C R 4
A n t i s e n t i d o C A A A C T T C G C A T T T G G G A T G e n ô m ic o
F w
D A R 2  P C R 4
S e n t i d o G T G A C T A A G G T T G T G T G T T G e n ô m ic o
R e v
D A R 2  P C R 5
A n t i s e n t i d o C A G A C A A G C A T A A A C C T C T T G e n ô m ic o
F w
D A R 2  P C R 5
S e n t i d o C G T A G G A G A G A A A A A C G T A G e n ô m ic o
R e v
D A R 2  P C R 6
A n t i s e n t i d o G A G A A C T T C A G A T T C A A G C C G e n ô m ic o
F w
D A R 2  P C R 6
S e n t i d o G T G T T A T A T G C T A C A T C T G G e n ô m ic o
R e v A n t i s e n t i d o G A T T A T C A T T C A T C A G C A A T G e n ô m ic o
D A R 2  P C R 7 F w  
D A R 2
S e n t i d o G T G C T C A C A C T A A T C A T C A T C C G e n ô m ic o
P C R 7 R e v A n t i s e n t i d o C T C C T T A T T G A A C C A A C C T T G e n ô m ic o
T 0 P P 4  F w g w S e n t i d o G G A  G A T  A G A  A C C  C G T T T C T G A T A C T T T A A T c D N A
T O P P 4  R e v g w A n t i s e n t i d o C C A G A A A G C T G G G T C C A T C A T A C T A A A C C T T c D N A
M Y B 2 5 F w g w S e n t i d o G G A G A T A G A A C C G A G G A C C C C G G T T G G T T T G e o n ô m ic o
M Y B 2 5 R e v g w A n t i s e n t i d o G G A G A T A G A A C C G A G G A C C C C G G T T G G T T T G e n ô m ic o
m i R 3 9 3 a F w S e n t i d o G T A C A G A A A C G T A G A C G T C T G G G e o n ô m ic o
m i R 3 9 3 a R e v A n t i s e n t i d o G T A G G C T T G A G A T A C A A G G T T G G e n ô m ic o
A R M F w g w l S e n t i d o G G A G A T A G A A C C G A A A A C A C A A A A C C C A A A T T G G e n ô m ic o
A R M R e v g w l A n t i s e n t i d o C C A G A A A G C T G G G T C G G G T G G A T T T T A G T A A C A A G G e n ô m ic o
A R M F w g w 2 S e n t i d o G G A G A T A G A A C C G C T T C C G A T G A T G A G A T T T G G G e n o m ic o
A R M R e v g w 2 A n t i s e n t i d o C C A G A A A G C T G G G T C C A C A C A G T G G G T G G T C A T G T A T C C G e n ô m ic o
F o l t l f w g w S e n t i d o G G A G A T A G A A C C A T G T C G G A C G C T T T G A T C A A T G G c D N Â
F o l t l  r e v g w A n t i s e n t i d o C C A G A A A G C T G G G T C G C T A G A G G T A G C G T T T G A G A G C c D N A
E L F 2 F w g w l S e n t i d o G G A G A T A G A A C C G A G T A T T C A T T C A T T A G T C C A A G G e n ô m ic o
E L F 2 R e v g w l A n t i s e n t i d o C C A G A A A G C T G G G T C G A G G A A T G A G G A C T G T T A T G G e n ô m ic o
E L F 2 F w g w 2 S e n t i d o G G A G A T A G A A C C G G T T G A T G C T G A G A G A G T C G G G e n ô m ic o
E L F 2 R e v g w 2 A n t i s e n t i d o C C A G A A A G C T G G G T C C T C T T T C A A T G T A A C A T A G C G e n ô m ic o
6 0 S  F w g w 2 S e n t i d o G G A G A T A G A A C C C C T C C A T T T T C T C T A C C C C A c D N Â
6 0 S  R e v g w 2 A n t i s e n t i d o C C A G A A A G C T G G G T C G T T T C T T G A A T G T G G T T G C G c D N Â
6 0 S  F w g w 3 S e n t i d o G G A G A T A G A A C C C T T G T A A G G T G G A T A G G T G c D N A
6 0 S  R e v g w 3 A n t i s e n t i d o C C A G A A A G C T G G G T C G T T G C T G G A G T A T T G T C T G T T c D N A
E L F 4 F w S e n t i d o G G A G A T A G A A C C A T G A A G A G G A A C G G C G A G A C G c D N Â
E L F 4 R e v A n t i s e n t i d o C C A G A A A G C T G G G T C A G C T C T A G T T C C G G C A G C A C C c D N A
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A nticuerpos Proteina detectada Casa com ercial o 
donante
Streptavidin
peroxidase
Moléculas/proteinas
biotiniladas
GE HEALTHCARE
3.5 Soluciones y tam pones
• Tampon GUS: 5 mM Na2HP04/N aH2P04 pH 7.0, 40 nM 
K4Fe(CN)6, 40 nM K3Fe(CN)6, 0,004% de triton X-100 y 5pg/ml de 5- 
bromo-4-cloro-3-indol-6-glucur6nico (X-Gluc).
• Tam pon Laemmli: lOmM de EDTA, 0,1% xilencianol, 0,1 % azul de 
bromofenol, y 30% de glicerol.
• Tampon TBE Ix: 89 mM Tris-HCl, 89 mM acido borico, 2mM EDTA.
• Tampon TBS: 0.5:100 mM de Tris-HCl pH 7.5, 150 mM de NaCl y 
0.5% de NP-40.
• Tampon TE: 10 mM Tris-HCl pH 8,1 mM de EDTA.
• Tampon para electroforesis de proteinas SDS-PAGE lOx
0,025M Tris-HCl, 0,2M glicina, 0,1% SDS. Enrasar hasta  IL de agua 
MQ. pH 8,3. Diluir a Ix para su uso.
• Tampon de transferencia  lOx 25 mM Tris, 192 mM glicina, pH 8.3. 
Para su uso Ix, diluir en agua MQ y ahadir metanol al 20% de la 
concentracion final.
Otros reactivos
2,4-D (acido 2,4- 
Diclorofenoxiacetico)
3AT (3-amino-1,2,4- trizol)
5-HYDROXY-1,4-
NAPHTHOQUINONE
ABA (acido abcisico)
Agarosa
Acrilamida
Antibioticos
ATP (adenosin trifosfato) 
Benzamidina 
Bradford 
Chemiblocker
Casa com ercial 
DUCHEFA
SIGMA
ALDRICH
DUCHEFA
PRONADISA
BIORAD
DUCHEFA
SIGMA
SIGMA
micro BCA de PIERCE 
MILLIPORE
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Creatina kinasa
Coctel inhibidor de proteasas
vegetales
DMSO (dimetilsulfoxido)
DTT (ditiotreitol)
E l enzima activadora de 
ubiquitina
Sustrato quimio luminiscente HRP 
Enzimas de
restriccion/modificadoras del ADN
Epoxomicina
Etanol
Fosfocreatina
Glicerol
lAA (acido indol-3-acético) 
Isopropanol
Membranas de nitrocelulosa
Metanol
MgC12
M g S 0 4
Na2HP04
NaCl
NaH2P04
NP-40
PBS (tampon fosfato salino)
PMSF (fluoruro de fenil metil 
sulfonilo)
Resina Amylosa (MBP)
Silvet L-77
Syber Green I
Syber Safe INVITROGEN
Tiourea
Tris-HCl
Triton X-100
Trizol
Tween-20
Ubiquitina biotinilada 
Urea
X-GAL (5-bromo-4-cloro-3-indolil- 
betagalactopiranosido)
X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indol-6- 
glucuronico )
Yoduro de propidio
SIGMA
SIGMA
SIGMA
SIGMA
BIOMOL
MILLIPORE 
ROCHE, FERMENTAS
AFFINITY
BAKER
SIGMA
MERCK
DUCHEFA
BAKER
AMERSHAM
BAKER
DUCHEFA
DUCHEFA
DUCHEFA
MERCK
DUCHEFA
FLUKA BIOCHEMIKAL
SIGMA
ROCHE
NEW ENGLAND BIOLABS
LEHLE SEEDS
ROCHE
INVITROGEN
AMERSHAM
DUCHEFA
SIGMA
INVITROGEN
SIGMA
BIOMOL
AMERSHAM
DUCHEFA
DUCHEFA
SIGMA
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METODOS

4. METODOS 
4.1 AISLAMIENTO Y CUANTIFICACIÔN DE ÂCIDOS NUCLEICOS 
4.1.1Extracciôn y anàlisis de ADN
La extraccion de ADN plasmidico y las digestiones con enzimas de 
restriccion se realizaron segùn el protocole de Sambrook et al., 1989. Las 
enzimas de restriccion se utilizaron segùn las recomendaciones de la casa 
comercial.
Las electroforesis de ADN se realizaron en geles de agarosa al 1.2% usando 
un patron de bandas de peso molecular conocido, y tinendo con Syber Safe. 
El patron de bandas se visualizo con el sistema de documentacion de geles 
Gel-Doc (BIORAD).
Para el genotipado de plantas de Arabidopsis se obtuvo DNA genômico de 
aproximadamente una hoja de material fresco que fue procesada en un tubo 
eppendorf conteniendo bolas de vidrio de 1 mm de diâmetro, después de 
haber depositado el tejido y haber congelado su contenido en N2 (1), los tubos 
fueron introducidos en un molino agitador (SILAMAT 5s, Schaan, 
Principality of Liechtenstein) con el fin de que las bolas cizallen y muelan la 
m uestra congelada. Finalmente, el ADN genômico se extrajo siguiendo el 
protocole descrito por Bernatzky y Tanksley (1986). La determinaciôn de las 
concentraciones de las soluciones de ADN, se realize en geles de agarosa al 
1% en TBE (p/v) mediante la comparaciôn con m uestras de ADN de 
concentraciôn conocida, o bien determinando la absorciôn a 260 nm en un 
espectrofotômetro (NanoDrop ND-1000, Thermo Scientific, USA).
4.1.2 E xtraccion y anàlisis de ARN
El m aterial vegetal se homogenizô en nitrôgeno liquide y el ARN se extrajo 
con Trizol. Tras 5 minutes a tem peratura amhiente (RT) se anadiô 
cloroformo y se centrifugé durante 10 min/RT. La fase soluble se traspasô a 
tubos nuevos y se précipité el ARN con isopropanol. Finalmente se lavé con
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etanol 75% y se resuspendio en agua fîltrada y auto clavada, libre de 
ADNasas/ARNasas.
Los niveles de expresiôn de los ARNs extraidos se analizaron mediante RT- 
PCR semiQ con el kit RT-un paso (INVITROGEN). Se cuantifico la 
presencia de actina de los ARN en cada alicuota para normalizar las 
muestras. La expresiôn de los genes se analizô mediante el uso de 
oligonucleôtidos especificos disenados para eliminar posibles 
contaminaciones con ADN genômico, disenando estos oligonucleôtidos en los 
pasos intrôn-exôn.
4.2 CONDICIONES DE CULTIVO 
Condiciones de cultivo de plantas
Las semillas de Arabidopsis thaliana  se sembraron en una mezcla de 
sustrato universal y vermiculita (proporciôn 3:1), o en medio de cultivo MS 
(Murashige y Skoog, 1962) para cultivo in vitro. En el caso del cultivo in 
vitro, las semillas se esterilizaron previamente durante diez minutes en una 
soluciôn con lejia al 70% y se aclararon très veces con agua estéril. A 
continuaciôn, las semillas se sembraron en plaças Pétri con medio MS 
suplementado con sacarosa al 1% y Plant-agar al 0.7% en plaças Pétri para 
crecimiento en horizontal. Para los estudios radiculares las semillas se 
crecieron en vertical en plaças cuadradas con un 1% de Plant-agar.
Las câmaras de cultivo in vitro presentaban las siguientes condiciones: 22°C 
de tem peratura, 65% de humedad relativa e iluminaciôn con luz 
fluorescente blanca M a y fotoperiodo de dia largo (16h luz/8h oscuridad). 
Para seleccionar plantas transgénicas provenientes de una transformaciôn 
se ahadieron antibiôticos a las plaças Pétri a una concentraciôn final de 50 
pg/ml.
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C ondiciones de cultivo de bacterias, obtenciôn de com pétentes y 
transform aciôn de E, coli
El crecimiento de las cepas bacterianas de E.coli se realize en medio LB a 
37°C durante 12 horas, con el correspondiente medio selective, y en 
agitaciôn en el caso de medios liquides.
Las células compétentes se elaboraron segun el protocole de Sambrook et al., 
(1989), y la transformaciôn de células por el método de Birnboim y Doly 
(1979).
C ondiciones de cultivo y transform aciôn de levaduras
Las levaduras se crecieron en medio YPD (DIFCO) a 30°C a 200 rpm. La 
transformaciôn de levaduras se realizô por el método de Clontech (Clontech, 
PT3529-1; http://www.clontech.com/ images /pt /PT3529-l.pdf).
4.3 UN HIBRIDO.
Se clonô la region promotora de SKP2B de 410pb aguas arriba del ATG en el 
vector adaptado a Gateway pHISi-1 para la preparaciôn del don de 
levaduras con el promoter de SKP2B fusionado al reportador HIS3. La 
construcciôn se linearizô con Xhol y se utilizô 1 pg para transform ar en la 
cepa Y187. Se utilize el protocole de transformaciôn descrito por Clontech 
(Clontech, PT3529-1; http://www.clontech.com/ images /pt /PT3529-l.pdf). 
La integraciôn y la integridad de la construcciôn se verifîcaron por PCR y 
secuenciaciôn. Una vez obtenido el don de levaduras con el ADN de 
0.41KbSKP2B:HIS3 se transformô con una librerla de ADNcs procedentes 
de plantas de 5 dlas tratadas con auxina segùn el protocole descrito 
anterior mente por Clontech (Proporcionadas por W. Gray, sin publicar). La 
bùsqueda de clones positives se realizô en medio minime sin Leucina, 
Triptôfano e Histidina y con 5 mM de 3AT (3-amino-Triazol). De una 
transformaciôn de 1.2 millones de transform antes se obtuvieron 10 clones
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positives. Estos clones se recrecieron en medio minime sin histidina y con 
concentraciones crecientes de 3AT de 10, 15 y 20 mM. El ADN de los clones 
positives se amplificaron por PCR y se secuenciaron.
4.4 DOBLE HIBRIDO
Para el doble hibrido se clone el ADNc de XBAT32 en el vector de levaduras 
pDEST32 y se transformé la cepa de levaduras HF7C segun el protocole de 
Clontech. Una vez obtenido un don  positive se transformé por el protocole 
de Clontech con una libreria de ADNcs procedentes de plantas de 5 dias 
tratadas con auxina segun el protocole descrito anteriormente de Clontech 
(Proporcionadas por W. Gray, sin publicar). De una transformaciôn de 2 
millones de transform antes se obtuvieron 10 clones positives. Estos clones 
se recrecieron en medio minime sin histidina y con concentraciones 
crecientes de 3AT de 10, 15 y 20 mM. El ADN de los clones positives se 
amplified por PCR y se secuenciô.
4.5 ENSAYOS DE LACZ E HIS3
En los expérimentes de dos hibridos de levaduras se usaron plâsmidos 
pGAD y pGBT8, adaptados al sistema Gateway para generar las distintas 
construcciones por recombinaciôn. El promoter de la alcohol deshidrogenada I 
(AdhI) se fusionô al dominio de activaciôn de ADN (GAL4D; vector pGAD) o al 
dominio de uniôn de ADN (Gal4BD; vector pGBT8) para generar fusiones con 
ASKs y SKP2B  ORFs. El cDNA codificante para ASKl, ASK2, ASK6, ASK8, 
ASKIO, ASK14, A SK l8 y SKP2B se introdujo en el vector Gateway pDNR221. 
Los cDNAs de los distintos ASK se transfîrieron a pGAD y el de SKP2B a 
pGBT8. Se usaron cadenas haploides de Saccharomyces cerevisiae HF7C con 
genes reporteros LacZ  e H IS3 bajo el control del promotor truncado de G all que 
contiene elementos de respuesta a Gal4 (GallUAS). Tras la transformaciôn, las 
levaduras se crecieron en medio selectivo sin histidina. Las colonias que 
crecieron en el medio se analizaron mediante la inducciôn de la actividad 6- 
galactosidasa, incubando las células en plaças con X-Gal (80 pg/ml) durante 3
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dias. Aquellas levaduras productoras de 6-galactosidasa que se tineron de azul, 
fueron consideradas como “positivas en interacciôn”.
4.6 EXPRESIÔN DE PROTEINAS RECOMBINANTES
Las protelnas de interés se clonaron en fase de lectura en vectores que 
expresan bien la proteina GST (Glutation - S -  transferasd) o la proteina 
MBP (Maltosa binding protein). Estas protelnas de fusion se expresaron en 
la cepa BL21 Rosetta de E.coli. La inducciôn de protelnas se realizô con 
IPTG 0,4 mM durante 2 h a 37°C. El cultivo se centrifuga y se resuspende en 
una soluciôn de PBS-Tween 20 0,1%, ImM PMSF y 25 pM de benzamidina.
Las m uestras se sonicaron en frlo 3 x 15 segundos y se incubaron con bolas 
pre-lavadas de GST o MBP durante Ih  en agitaciôn a 4°C. Posteriormente se 
lavaron 3 x 10 minutes en agitaciôn a 4°C con PBS-Tween 20 0,1% y se 
conservaron en esta soluciôn con un 10% de glicerol a -80°C. Las protelnas 
se cuantificaron por western-blot usando geles SDS-PAGE, tenidos con 
Sypro-Ruby o azul de coomasie.
4.7 EMSA
Para la uniôn in vitro de la proteina RAP2.3 a la region promotora 
0.4lKbSKP2B se amplified la regiôn promotora por PCR utilizando el 
primer en 5' biotinilado (Invitrogen). El producto de PCR se purificô de gel 
de agarosa y se cuantificô con un espectofotômetro. El ensayo de EMSA se 
llevo en un volumen de reacciôn total de 20 pl y en buffer de uniôn ((25mM 
Hepes-KOH pH 7.5, 40mM KCl, O.lmM EDTA, 300ng dIdC). Se utilizaron 
20 fentomoles de sonda biotinilada y 200 ng de proteina recombinante. La 
reacciôn se incubô durante 20 minutes a tem peratura ambiente. Las 
mezclas de reacciôn se corrieron en un gel no desnaturalizante al 4% 
durante 60 minutes a lOOV. El gel se transfiriô a una membrana de nylon 
durante 60 minutes a 60V. Se aplicô crosslinking con luz UV (1200Kj). Para 
el bloquée se incubô la membrana con buffer PerfectHyb™ hybridization 
(Sigma) durante 30 minutes. Para la detecciôn de la uniôn protelna-ADN y
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la sonda sola se incubô la membrana en un volumen final de 40 ml con una 
diluciôn 1:40000 de la proteina Streptavidin-HRP (Amersham 
Biosciences/GE Healthcare) durante 1 hora. La detecciôn se hizo con ECL de 
Millipore.
4.8 INM UNOPRECIPITACIÔN DE CROMATINA (ChIP)
Para determ inar el enriquecimiento de una u otra variante histônica H3.3 o 
H3:l en el promoter de SKP2B o en los genes control se utilizaron plantas 
transgénicas con el promoter y la secuencia codificante de la histona H3.1 
(At3g27360) y la H3.3 (At4g40030) fusionadas al epitopo MYC utilizando el 
vector binario pGWB16 (Nakagawa et al., 2007). Los ensayos de ChIP y el 
anàlisis de dates se realizaron como se habia descrito previamente 
(Ramirez-Parra et al., 2007), fijando las raices en presencia de 3mM de 
Butirato de Sodio (Sigma) y utilizando los antiMYC-4A6 Millipore-Usptate, 
#16-213) y anti-H3ac (Millipore-Upstate, #06-599). El ADN 
inmunoprecipitado se cuantificô utilizando PCR semicuantitativa con 
primers especificos para cada promoter. El numéro de ciclos se calculô 
empiricamente para cada promoter. El producto de PCR se separô en gel de 
agarosa y las bandas se cuantificaron como se describiô en Ramirez-Parra et 
al., (2007). Los dates corresponden a la media de dos expérimentes 
biolôgicos independientes y très réplicas de PCR.
4.9 CELL SORTING Y ANALISIS DE MICROARRAY EN CELULAS 
SKP2B:GFP
Para analizar el perfil transcriptômico de las células fundadoras y los 
primordios en estadio I y II, se separaron las células GFP positivas de 
plantas SKP2B:GFP de 5 dias y se hizo una extracciôn de ARN. Se 
prepararon 2 tipos de m uestras por triplicado. S i) Raiz entera, 82) 
Meristemo raiz principal. En ambos cases se cortaron y segmentaron las
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raices. La generaciôn de protoplastos y el cell sorting se hizo como se 
describiô previamente por Birnbaum et ah, (2005) utilizando el equipo 
Beckman Coulter Epics Altra flow sorter, equipado con laser Argon 488nm, 
100pm de flujo celular y una presiôn de 9 p.s.i. El ARN total se preparô para 
un hibidaciôn de un microarray individual utilizando el array de Affymetrix 
ATH-1 que représenta aproximadamente 24000 genes del genoma de 
Arabidopsis (Redman et al., 2004). Después de la normalizaciôn de los datos 
encontramos que una pequena fracciôn de los genes variaban muy poco su 
expresiôn en las très réplicas biolôgicas indicando una reproducibilidad de 
los experimentos ait a.
4.10 CULTIVOS DE CÉLULAS SINCRONIZADAS
Las células de Arabidopsis (MMD2) se sincronizaron en la fase GO mediante 
cultives con déficit de sacarosa (Menges y Murray, 2002), y su posterior re- 
adiciôn al medio, contândose este punto como tiempo cero (tpo=0). 
Posteriormente se tomaron m uestras del cultivo a distintos tiempos de los 
que se extrae el ARN. Este ARN se analizô mediante RT-PCR usando 
marcadores de ciclo celular como son la HISTONA H 4 (marcador de la fase 
S) y la CICLINA B l; l  (marcador de la fase G2/M).
4.11CIT0METRIA DE FLUJO
Las m uestras se prepararon a partir del m aterial vegetal, eliminando el 
nervio principal y procesândolas segùn el protocole de Galbraith et al., 1988. 
Los extractos se flltraron con filtres de 60 y 40 pm. La tinciôn de los nùcleos 
aislados se realizô con 50 pg/ml de ioduro de propidio (SIGMA) durante 45 
minutes. Los histogramas se generaron gracias a un citômetro de flujo 
FACScalibur (BIOSCIENCE).
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4.12 MATERIAL VEGETAL Y TRANGENICAS
En este trabajo hemos usado el siguiente m aterial vegetal: Control o 
silvestre (Ecotipos: Columbia, Landsberg erecta, wassilewskija),tirl-l
(Ruegger et al., 1998) skp2b (Ren et al., 2008) axrl-12  (Hobbie and Estelle, 
1995), slrl (Fukaki et al., 2002), ibr5-l, Monroe-Augustus et al., 2003), iaa28 
(Rogg et al., 2001), fasl-4  (Ramirez-Parra et al., 2007a) y fas2-l (Serrano- 
Cartagena et al., 1999), p k ll  (Ogas et., 1999), tmo7  (Schlereth et al., 2010). 
Ademâs, en este trabajo hemos caracterizado dos m utantes: rap2.3 (GK- 
734E09.01) and fez-3 (SALK_048924; Moreno_Risueho et al., 2010). Estas 
plantas se crecieron en condiciones de esterilidad en plaças de MS en 
posiciôn vertical (Sales MS, 1% de sacarosa, y 1% de agar de plantas) a 22°C 
con 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.
Para las construcciones del promoter de SKP2B con el reportador GUS se 
amplificaron por PCR los fragmentes del promoter 1.7Kb, 1Kb, 0,5Kb, 
0.41Kb, 0.3Kb y se clonaron por BP en el vector pDONR221 (Invitrogen). 
Posteriormente se pasaron por LR al vector pGWB3 (Invitrogen). La 
construcciôn del promoter complete del gen SKP2B se utilizô para 
transform ar los ecotipos Columbia, Landsberg erecta, wassilewskija. En el 
caso de la construcciôn de 1Kb con la mutaciôn puntual se utilizô la 
construcciôn pDONR221 con iKb y un kit de mutagenesis puntual “Quick 
Change Multi Site Directed Mutagenesis kit” (Stratagene). Posteriormente 
se puso una LR con el vector pGWB3. Para analizar si el motive de raiz 
identificado en la posiciôn -393 a -409 (Tabla 2) es suficiente para conducir 
la expresiôn en raices se fusionaron très repeticiones de este motive a un 
promoter minime 358 (Tucker et al., 2002). Para generar las plantas 
transgénicas que expresaran diferentes ADNcs bajo el promoter 
0.5KbSKP2B se adapté el vector pGWB18 reemplazando el promoter 358 
por el fragmente del promoter de 8KP2B. Para las plantas que 
sobreexpresoras inducibles por estradiol se clonô en ADNc en el vector 
pDONR221 y posteriormente se puso una LR con el vector pER8 (Zuo et al., 
2000).Las plantas transgénicas se generaron segun le descrito en (del Pozo
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et al., 2002) y se seleccionaron para la resistencia a antibiotico 
correspondiente. Se analizaron 30 lineas independientes y todas mostraron 
el mismo patron de comportamiento. Las plantas transgénicas de CYCBl- 
GUS se generaron por la fusion del promoter de CYCB1;1, al fragmente 
amino term inal de la CYCBl, que contiene el motive de degradacion de la 
proteina, al gen reportero uidA  (Colon-Carmona et al., 1999). Éstas lineas 
CYCBl-GUS, que solo se detectan en células en fase G2/M, se cruzaron con 
el m utante skp2b. Para la determinaciôn de enriquecimiento de H3.1/H3.3 
se generaron plantas transgénicas con el promoter y la region codificante de 
H3.1 (At3g27360) y H3.3 (At4g40030) fusionadas al epitopo MYC (Ramirez- 
Parra et al., sin publicar) utilizando el vector pGWB16 (Nakagawa et al.,
2007).
4.13 TINCIÔN HISTOQUIMICA GUS
Se crecieron semillas de la generaciôn T2 en plaças Pétri verticales, y se 
tineron usando un tampôn GUS: 5 mM Na2HP04/N aH2P04 pH 7.0, 40 nM 
K4Fe(CN)6, 40 nM K3Fe(CN)6, 0,004% de tritôn X-100 y 5 pg/ml de 5- 
bromo-4-cloro-3-indol-6-glucurônico (X-Gluc). La reacciôn se detiene con 
etanol al 70%. Las m uestras se conservan en PBS Ix con glicerol 50% y 20% 
de etanol.
4.14 ENSAYO UNIÔN AUXINA
Para analizar la uniôn de las proteinas SKP2A y SKP2B a las auxinas, 
utilizamos proteinas recombinantes expresadas en bacterias. Las proteinas 
MBP-SKP2A, MBP-SKP2B y vector vacio (MBP) (NEW ENGLAND 
BIOLABS) se expresaron en células de la cepa BL21 Rosetta de E.coli. Para 
analizar la cantidad de proteina unida a bolas de maltosa hervimos 20 pl de 
cada m uestra con LB/6ME a 100°C durante 4 minutes y se separaron en un 
gel de proteinas PAGE-SDS. Las proteinas se tineron con Coomasie-blue, lo 
que permitiô su cuantificaciôn relativa y el anàlisis de su calidad.
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El m utante puntual de SKP2B (S128L) se generô gracias al sistema de 
STRATAGENE QuickChange Multi Site Directed Mutagenesis Kit. Tras la 
mutagenesis, los clones résultantes se secuenciaron para descartar otro tipo 
de mutaciones no deseadas. Todos los clones fueron transferidos mediante el 
sistema Gateway al vector MBP por recombinaciôn LR. Finalmente las 
construcciones se expresaron como proteinas recombinantes en Escherichia 
coli y se purificaron mediante bolas de amilosa, segùn el protocolo descrito 
anteriormente.
Para los ensayos de uniôn a auxina se anadieron cantidades similares de 
cada una de las proteinas (unidas a bolas MBP) en 500 pl de PBS-Tween 20 
0,1% con una concentraciôn constante de 50 nM IAA-H3 con actividad 
especifica 20 mCi/mmol. Esta mezcla se incubô durante Ih  a tem peratura 
ambiente. Tras realizar 3 lavados de 3 minutes, se adicionô a cada m uestra 
100 Q  de liquide de centelleo y se midiô la cantidad de radiactividad 
retenida por las distintas proteinas en un contador de centelleo liquide 
(PERKIN ELMER MicroBeta TriLUX 1450 LSC) mediante desintegraciones 
por minute (d.p.m.). Los valores representados corresponden a la media de 
de très repeticiones independientes.
4.15 UBIQUITINACIÔN IN VITRO,
Las reacciones de ubiquitinaciôn in vitro se realizaron en 20 pl con buffer de 
ubiquitinaciôn (25mM TRIS, 3mM ATP, 0.2mM DTT, 5mM MgCL, 0,05 pgr 
ubiquitina biotinilada) y se anadieron enzima E l, enzima E2 H is-U BCll y 
2pl de MBP-XBAT32 expresada en bacteria (lOOngr/pl) y purifîcada con 
bolas de amilosa. Como control se utilizô MBP (lOOngr/pl) expresada en 
bacteria y purifîcada con bolas de amilosa. Se incubô durante 30 minutes a 
30°C. Se calentaron las m uestras con Laemmli buffer 10 minutes a 100°C. 
Se cargô en gel 10% acrilamida y se transfiriô a un membrana de PVDF. 
Posteriormente se secô la membrana con metanol y se incubô con 
estreptavidina conjugada a peroxidasa (1/50000) en 2.5% de BSA durante 1
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hora. Posteriormente se lavo la membrana tres veces con PBS-Tween20 
durante 10 minutes y dos veces con PBS. Después de los lavados se incubô 
con el kit ECL plus.
4.17 UBIQUITINACIÔN DIANAS XBAT32
Las reacciones de ubiquitinaciôn in vitro se realizaron en 50 pl con buffer de 
ubiquitinaciôn (25mM TRIS, 3mM ATP, 0.2mM DTT, 5mM MgCL, 0,05 pgr 
ubiquitina biotinilada) y se ahadieron enzima E l, enzima E2 His-U BCll y 
2pl de MBP-XBAT32 expresada en bacteria (lOOngr/pl) y purifîcada con 
bolas de amilosa. Las proteinas diana fusionadas a GST se expresaron en 
bacteria y se utilizô el extracto crudo para la incubaciôn con E l, E2 y 
XBAT32. Se incubô la reacciôn durante 1 hora a 30°C. Después se incubô la 
reacciôn con bolas GST para purificar las dianas. Posteriormente se 
calentaron las bolas GST con las dianas unidas en Laemmli buffer a 100°C 
durante 10 minutes. Se separô en un gel al 10% acrilamida y se transfiriô a 
un membrana de PVDF. Posteriormente se secô la membrana con metanol y 
se incubô con estreptavidina conjugada a peroxidasa (1/50000) en 2.5% de 
BSA durante 1 hora. Posteriormente se lavô la membrana tres veces con 
PBS-Tween20 durante 10 minutes y dos veces con PBS. Después de los 
lavados se incubô con el kit ECL plus.
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5.1. Funciôn de SKP2B
5.1.1 Regulaciôn de SKP2B a lo largo del ciclo celular
El gen SKP2B  se describiô por primera vez como un homologo en 
Arabidopsis de la proteina de ciclo celular en humanos Skp2 (Del Pozo et al., 
2002). Posteriormente, se ha visto su implicacion, junto con la E3, RKP  en la 
degradacion de KRPl (Ren et al., 2008). Para entender mejor el papel de 
SKP2B  lo primero que nos planteamos fue analizar el patron de expresiôn 
de SKP2B  durante el ciclo celular y el desarrollo. Para ello se llevo a cabo un 
experimento de sincronizaciôn del ciclo celular en ausencia de sacarosa en 
células en cultivo de Arabidopsis MMD2 (Fig. 9). Después de adicionar 
sacarosa al medio se tomaron m uestras cada dos horas durante un periodo 
de 20 horas, por lo que se consiguiô analizar prâcticamente un ciclo celular 
complete. Para poder seguir la progresiôn del ciclo celular se usaron dos 
marcadores la HISTONA H4, que sirviô de control de la fase S, y el gen de la 
CYCLINA B l; l  como control de la fase G2/M. En la figura 9 se observa como 
la fase S se extiende desde la hora 6 a la 10 (existiendo un pico de expresiôn 
de la HISTONA H4 a las 8 horas) y a partir de la hora 12 se aum enta la 
expresiôn de la CYCLINA B l;l,  hasta  la hora 16. La expresiôn de SKP2B  se 
régula a lo largo del ciclo de divisiôn celular, observândose picos de aumento 
de expresiôn tanto en fase S como en G2/M (8 y 14 horas), siendo el pico en 
G2/M el de mayor expresiôn.
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F ig u ra  9. La expresiôn de SKP2B se régula a lo largo del ciclo celular. Para analizar la expresiôn de 
SKP2B a lo largo del ciclo celular se analizô su expresiôn por RT-PCR cuantitativa usando RNA 
procédante de células sincronizadas con sacarosa. SKP2B muestra un pico de expresiôn en las fases S y 
G2/M coincidiendo con la expresiôn de la histona H4 y la CYCB1;1 respectivamente.
75
5.1.2 SKP2B es una proteina nuclear
P ara  dete rm inar la localizacion de la p ro teina SKP2B se realizô una  
fusion de esta  p ro teina a la p ro teina GFP. E sta  quim era y el control GFP se 
expresaron en p lan tas  bajo el control del prom otor constitutivo del virus del 
mosaico de la coliflor (35S:GFP; 35S:SÆP^B-GFP). M ediante microscopla 
confocal, se analizaron  los m eristem os apicales de las raices de p lân tu las 
que expresaban SKP2B-GFP, y el control GFP. La pro teina GFP se localizo 
tan to  en el nùcleo como en el citoplasm a (Fig. lOA), m ien tras la localizacion 
de SKP2B-GFP fue m ayoritaria  en los nùcleos de las células en division 
(Fig. lOB). Estos datos indican que m uy probablem ente la funcion de la 
pro teina SKP2B se esté llevando a cabo dentro del nùcleo.
B
F ig u ra  10. Localizacion celular de la proteina SKP2B. A. Expresiôn S5S:GFP. B. Expresiôn 
35S-.SKP2B-GFP.
5.1.3 A nàlisis del complejo
Los complejos SCF estân  form ados por cuatro  subunidades: C U Ll, 
ASK, RBX y pro telnas de tipo F-box. En Arabidopsis, la fam ilia ASK esta  
com puesta por 21 m iem bros. P a ra  analizar la  interacciôn de SKP2B con 
m iem bros de diferentes subgrupos de esta  fam ilia se usô la técnica de doble 
hibrido. Asl, se analizaron  las interacciones de SKP2B con A SK l, ASK2, 
ASK6, ASK8, ASKlO, ASK14 y ASK18.
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F ig u ra  11. Interacciôn por el sistema de doble hibrido de levaduras de la proteina SKP2B con A S K l y  
ASK2.
Los resu ltados de este ensayo m ostraron  que SKP2B in teraccionaba 
p referen tem ente  con A SK l y ASK2 (Fig. 11). No se detecto interacciôn con el 
resto  de los ASK analizados. S in  em bargo, debido a las posibles lim itaciones 
de la  técnica, en estos casos negativos, no se puede desca rta r que in vivo si 
pud ieran  in teraccionar con o tras  p ro te inas de la  fam ilia ASK.
5.1.4 Union de SK P2B a aux ina
A dem as del gen SKP2B, se ha  descrito en A rabidopsis, el gen SKP2A, 
como otro homôlogo al gen S k p 2  de hum anos. La p ro te ina  SKP2A tiene u n  
83% de homologia con la p ro te ina  SKP2B. La p ro te ina  SKP2A es capaz de 
u n ir  d irectam ente aux ina  en  ensayos in vitro  (Ju rado  et al., 2010). En este 
trabajo , se utilizô tan to  la  p ro te ina  SKP2A como SKP2B p a ra  an a lizar la  
uniôn a aux ina y se dem ostrô que solo SKP2A era  capaz de u n ir  esta  
horm ona. De los residuos im portan tes p a ra  la uniôn a auxina, SKP2A y 
SKP2B solo difieren en el residue  en la posiciôn 128, que en SKP2A es u n a  
Leucina y en SKP2B u n a  Serina. P a ra  an a liza r si cam biando en la  p ro te ina  
SKP2B el residue 128 de S erina  por L eucina au m en tab a  la  capacidad de 
uniôn de SKP2B a aux ina  se generaron  2 p ro te lnas de fusiôn a la  M BP 
(M altosa B inding Protein), la  p ro te ina  SKP2B silvestre  y la  m u tan te  SKP2B 
(S128L). Las pro te lnas recom binantes se expresaron  en b acteria  y se 
purificaron uniendo a bolas de am ilosa. Las p ro te lnas un idas a bolas se 
u tilizaron  p a ra  ensayos de un iôn  a aux ina  m arcada  rad iactivam ente . Como 
control positivo se utilizô la p ro te ina  de fusiôn M BP-SKP2A y como control
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negativo la MBP. L as cuatro m uestras se incubaron du ran te  1 hora y se 
lavaron 3 veces d u ran te  3 m inutes con PBS-Tween 0,1%. La can tidad  de 
aux ina  rad iactiva  un ida  a las p ro telnas recom binantes se midio en un  
contador de centelleo, que cuenta las  desintegraciones por m inute (d.p.m). 
En la  figura 12 se m u estran  los valores de union de SKP2B y SKP2B 
(S128L) norm alizados a los valores de la can tidad  de auxina re ten ida  por la 
p ro teina  SKP2A. La can tidad  de auxina re ten ida  por la  pro teina m utada  
SKP2B (S128L) es significativam ente m ayor en com paraciôn con los valores 
retenidos por la p ro te ina  silvestre SKP2B.
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F ig u ra  12. Uniôn de SKP2B a auxina. Las proteina recombinantes MBP, MBP-SKP2A, MBP- 
SKP2B y la m utante MBP-SKP2B(S128L) en la que se ha cambiado la Serina en posiciôn 128 por 
una Leucina se incubaron en presencia de 50 nM [3H]-IAA. Se midiô en un contador de centelleo la 
auxina radioactiva, [3H]-IAA, retenida en la bolas de amilosa después de tres lavados. Cada valor es 
la media de tres medidas independientes y las barras de error corresponden a desviaciones estândar. 
Los resultados se normalizaron con las medidas de la auxina retenida en las bolas de MBP-SKP2A y 
se presentan en porcentaje.
5.1.5 SK P2B se expresa en estadios tem pranos de formaciôn de R L
P a ra  e s tu d ia r en detalle  la  expresiôn de SK P2B  se clonô la  regiôn 
prom otora del gen SK P 2B  (1.7Kb) y se fusionô al gen reportador GUS 
(SKP2B:GUS). Se analizaron  diferentes lineas transgén icas para  la tinciôn 
GUS m ostrando todas las lineas analizadas u n  m ismo patrôn  de expresiôn. 
Se analizô el p a trô n  de expresiôn espacio-tem poral por anàlisis 
histoquim icos de las diferentes lineas transgénicas. La figura 13 m uestra
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plantas SKP2B:G\J8 tenidas para GUS a diferentes estadios de desarrollo. 
Como podemos observar SKP2B  se expresa principalmente en células en 
division del meristemo apical (Fig. 13B), de flores y silicuas (Fig. 13D) y en 
el tejido vascular de las hojas (Fig. 13C). En este trabajo nos hemos centrado 
principalmente en la expresiôn de SKP2B  en la raiz donde se expresa en el 
meristemo principal (Fig. 13T y 13U), en el meristemo basai (Fig. 13T) y en 
los “Puntos de Iniciacion de formaciôn de Raices Latérales” (PIRL) a lo largo 
de toda la raiz principal (Fig. 13F a 13S). Como se m uestra en la figura 13E, 
en un corte transversal de la raiz, SKP2B  se expresa de forma especifica en 
las células del periciclo. Ademâs, SKP2B  se esta expresando de forma muy 
tem prana en el desarrollo del primordio de RL, incluso antes de que tenga 
lugar la primera divisiôn celular asimétrica de las células fundadoras (Fig. 
13F). La expresiôn de SKP2B  tiene lugar en todos los estadios de formaciôn 
del primordio (Fig. 13L13R), ademâs a partir del estadio III encontramos 
expresiôn de SKP2B  en las células del côrtex y la epidermis que bordean al 
primordio (Fig. 13K a 13S). Estos resultados nos permiten définir la 
expresiôn de SKP2B  como un marcador temprano de la especificaciôn de las 
células fundadoras del periciclo en la raiz y del desarrollo de las raices 
latérales.
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F ig u ra  13. Expresiôn de SKP2B. A) P lantas SKP2B:GJJS crecidas durante 7 dias y tenidas para 
actividad GUS. La barra indica la zona donde se hizo la seccion que se m uestra en la foto E. B) 
Expresiôn de SKP2B  en la parte aérea. C) Cotiledôn y tejido vascular. D) Flores. E) Secciôn 
transversal del prim er PRL tehido para GUS como se m uestra en la figura A. La flécha indica las 
células del periciclo tenidas para actividad GUS. F-S) Formaciôn de primordios de RL a diferentes 
estadios de desarrollo del estadio 0 al estadio VIII. T) Meristemo de raiz. Barras: A-C 0,5 mm; E, 20 
|im; F-T, 0,2 mm.
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5.1.6 Anàlisis del mutante skp2b en el desarrollo del sistem a radicular.
Como se ha mostrado en la figura 13, SKP2B se expresa en etapas 
tem pranas del desarrollo de RL, incluso previo a la primera division de las 
células del periciclo que darân lugar al primordio. Esto nos ha sugerido que 
SKP2B podria estar implicado en el control de la division de las células 
fundadoras. Por ello, para determ inar la funcion de SKP2B  durante el 
desarrollo del sistema radicular analizamos si el m utante skp2h (Ren et al.,
2008) ténia alguna alteracion en el proceso de formacion de RL. Para ello se 
crecieron plantas m utantes skp2h y plantas silvestres en medio MS durante 
8 dlas. Posteriormente se analizaron tanto el tamano de la raiz principal 
como el numéro de RL por mm ademâs del numéro de primordios en cada 
estadio. Se observé que las raices del m utante skp2h son significativamente 
mas grandes que las del silvestre (Fig. 14A). El numéro de primordios de RL 
por mm de raiz en el m utante es mayor que en el silvestre (Fig. 14B). 
Ademâs, cuando observâmes el numéro de primordios en los distintos 
estadios vemos que en el m utante skp2h se inician mâs RLs comparado con 
el silvestre (Fig. 140). También podemos observar que la densidad de PRL 
en los primeros estadios del desarrollo (StI y II) es significativamente mayor 
que en las raices del silvestre (Fig. 140). No obstante, los resultados 
sugieren que algunos de estos primordios que se desarrollan en el m utante 
quedan bloqueados, ya que no se observan mâs RLs emergidas (StVIII) que 
en el silvestre. Es decir, no todos los PRL que se inician emergen, al menos 
en raices de 8 dias.
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B0,75 -
0,25
control skp2b
control Uskp2b
0,25 -
0,5 -
control skp2b
StI Stil still StIV stv StVI StVIl StVIII
D
1
R 30
g  2 0
control skp2b control skp2b control skp2b control skp2b control skp2b
Figura 14. SKP2B reprime divisiôn celular. Plantas control (Col-0) y el m utante skp2b se crecieron 
durante 8 dias en medio MS en plaças verticales. A) Tamano raiz. B) Numéro total de RL 
incluyendo RL y primordios por milimetro. C) Numéro de primordios de RL en diferentes estadios 
por milimetro. D) Tinciôn histoquimica para expresiôn GUS de plantas CYCBl;1:GUS (control) y 
CYCBl;l:GlJSIskp2b (skp2b). E) Meristemo principal de raiz en plantas control y skp2b. Las 
fléchas negras indican la posiciôn del centre quiescente y las blancas indican el final del meristemo 
de la raiz. F) Cuantificaciôn de los spots de CYCB1;1:G\JS por meristemo en raices control y en el 
m utante skp2b , n = 30. G) Numéro de células m eristem àticas del cortex en plantas control y skp2b. 
H) Cuantificaciôn tanto del ratio de divisiôn celular como del numéro de spot de GUS por célula 
m eristem âtica del côrtex en plantas control y skp2b. *Diferencias estadisticam ente significativas 
medidas por S tudent's t-test (P< 0,0001); En todas las fotos la barra de error corresponde a 200 pm.
Estos resu ltados sugieren  que SK P2B  es un  regulador negativo de la 
form aciôn de RL, reprim iendo la activaciôn de las células fundadoras. 
T am bién quisim os ana lizar si la  m utaciôn en SK P2B  afectaba a la  d m siô n  
en el m eristem o principal. P a ra  ello, analizam os la expresiôn del m arcador 
de ciclo celu lar CYCB1;1:GUS un  m arcador de células en estadio G 2/M. 
Como se m u estra  en la  figura 14D-F, en el m u tan te  skp2b  bay  un  m ayor 
num éro de células en esta  fase (Fig. 14D y 14F). A dem âs medimos el tam ano  
del m eristem o y comprobamos que el m eristem o de skp2h  tiene tan to  u n  
m eristem o de m ayor tam ano  que el de p lan tas  silvestres como u n  m ayor 
ra tio  de divisiôn celu lar (Fig. 14E, 14G y 14H).
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5.1.7 Anàlisis del doble mutante skp2brkp en el desarrollo del sistema
radicular
Anteriormente se habia descrito el papel de SKP2B  en colaboracion 
con la E3 de tipo RING RKP en la degradacion del inhibidor del ciclo celular 
KRPl (Ren et al., 2008). Ya que habiamos visto que SKP2B  régula la 
formacion de RL decidimos investigar el papel del gen RKP  en el desarrollo 
de RL. Para ello, cuantifîcamos tanto el tam ano de la raiz principal como el 
numéro de RL en m utante rkp y en el doble m utante skp2brkp. Observâmes 
que tanto el m utante rkp como el doble m utante skp2brkp desarrollan raices 
de mayor tamano (Fig. 15A). Sin embargo, observâmes que el m utante rkp 
tiene un efecto poco significative en la formacion de RL (Fig. 15B), aunque 
encontramos un numéro significativamente mayor de RL emergidas en el 
doble m utante skp2brkp (St VIII) (Fig. 15C) por lo que podemos pensar que 
en el m utante rkp se estimula la emergencia de los primordios que se 
forman en mayor medida en el m utante skp2b con respecto al silvestre.
A B
I I  0,75 K 0.5
*
I I I
skp2b rkp rkp/skp2b
control B skp2b m rkp  □  skp2b/rkp
«  0,15
StIV stv  
E stadios RL
Figura 15. El doble mutante rkpskp2b desarrolla un mayor numéro de RL emergidas. Se 
crecieron durante 8 dias plantas control, el mutante skp2b y el doble mutante skp2brkp en plaças 
verticales con medio MS. A) Tamano de la raiz. B) Numéro total de RL (incluyendo RL y 
primordios por milimetro). C) Ntlmero de primordios de RL en diferentes estadios por milimetro.
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5.2. SKP2B  com o u n  m a rc a d o r  de las  eé lu las fu n d a d o ra s  de RL.
5.2.1 Identificaciôn de un nuevo motivo especifico de raiz
Uno de los objetivos de este trabajo ha sido identifîcar la region 
genomica minima necesaria y sufîciente responsable de la expresion del gen 
SKP2B  en los PIRL. Para ello hemos generado varias construcciones con 
diferentes fragmentos del promoter de SKP2B  fusionados al gen reportador 
GUS. Hemos generado lineas transgénicas que contienen estas 
construcciones y se ha analizado la expresion mediante tincion histoquimica 
(Fig. 16A). La expresion del promoter de iKb {lKbSKP2B:G\JS) por encima 
del ATG m uestra el mismo patron de expresion que el promoter complete. 
Sin embargo, cuando analizamos la expresion del promoter de 500pb 
(0.5KbSKP2B:G\JS) encontramos expresion solo en la eélulas fundadoras y 
primordios de RL perdiendo la expresion en el meristemo principal, en las 
eélulas del cortex y la epidermis que rodean al primordio (Fig. 16B). Al 
analizar el patron de expresion en plantas con un fragmente de 300pb del 
promoter (0.3KbSi^P2R:GUS) no observâmes tincion para GUS, mientras 
que plantas con la construcciôn de 410pb del promoter mostraron un patron 
de expresion similar al descrito para plantas 0.5KbSÆP2B:GUS. Este 
resultado sugiere que el elemento que régula la expresion de SKP2B en los 
PIRL se encuentra localizado en la region -410pb a -300pb. Para identifîcar 
motives en cis en esta region procedimos a analizar esta secuencia con 
programa PLACE (PLACE: http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/index.html). 
En este anâlisis encontramos un motivo especifîco de raiz en la region 
comprendida entre los nucleotides -386pb a la region -410pb del promoter 
(Tabla 2). Para comprobar la relevancia de este motivo en la expresion de 
SKP2B  realizamos una mutagénesis puntual de la citosina en posicion -397, 
que se encuentra conservada en distintas especies, por una adenina (Tabla 
2). Fusionamos un fragmente de 1Kb del promoter de SKP2B que contenia 
esta mutacion puntual al gen reportador GUS y generamos plantas 
transgénicas lKbSKP2Bmut:G\]S. Anâlisis histoqmmicos revelaron que
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esta mutacion suprime la expresion de SKP2B  en los PIRL pero no en el 
meristemo principal (Fig. 16C y 16D), indicando que este motivo es 
importante para la expresion de SKP2B  en los primordios de RL. Para 
analizar si este motivo era sufîciente para dirigir la expresion de SKP2B en 
las eélulas fundadoras se fusionaron 3 copias de este motivo a un promotor 
minimo 35S (-50) y se generaron plantas transgénicas. Ninguna de las 30 
lineas analizadas mostro expresion GUS indicando que esta region es 
necesaria pero no sufîciente para la expresion de SKP2B  en las eélulas 
fundadoras y en los PIRL (datos no mostrados). Por tanto, estos resultados 
indicaban que en el fragmente comprendido entre los nucleotides -300 y -410 
es donde posiblemente se localiza el motivo responsable de la expresion del 
gen SKP2B en los PIRL.
S e c u e n c i a  p r o m o t o r a  d e  SKP2B:
A A G C T T T A A A A A A T T A A C G G A T T A G T A A T A A T T C A A C C G A A G C C G A A G A A C A C G A T T T C A G A G G T A T G A T C C G
C C A T C C A G C A A A A G A A A A G A A T À A r r G G T T T T A T T G A T C A A A G A T C T T C A G T T T T C A A A A T T A A G C A C T A A T T A
T G G G G T T T T G T T T A T T A A T G T C C T A A A A A A G A G T T A C A C A T A G A G A G A C A T T A A T G C T T G C A G T T T A G T T T A A A
G A G T T T T A A G A C C A T A T C T C A C T C A A T C C T T A T T T C C T T A C A T T T G T C G T C T T T T G A T G T C A T A G A C T C A G A G A T
A T T T A T T T A T C T T C T T T C T C T C T C A T T T C T C A T T C T C A T A T T T A C T T T T G A T C T C G T G G T G T T A G A A T C A A A G A A
A C C G C T T C A A G G A T G
SKP2B CTGGTCCTACGCTAGTCAATGG Este trabajo A rabidopsis
thaliana
RSEPVGRP18
Cis 
accession 
No : 
S000289
CATCCAACTTTCATATCCATGTGCTT
SKP2B CCATTGACTAGCGTAGGACCAG  
RSEPVG CATCCAACTTTCATA TCCATG TG CTT
Plant Mol 
Biol 26: 
747-756 
(1994) 
PubMed: 
7948928
62,5 G lycine max
RSRBNEXTA
Cis 
accession 
No : 
S000243
CAAACTCGTATATCCAT
SKP2B CCATTGACTAGCGTAGGACCAG  
RSRBNE CAAACTCGTATATCCAT
Plant Mol 
Biol 37:675- 
687 (1998) 
PubMed: 9687 
071
58, 3 Brassica
napus
RSEFV6RP1
Cis 
accession 
No : 
S000099
CAAACTCGTATATCCAT
SKP2B CCATTGACTAGCGTAGGACCAG  
RBCSBO ATC A TTTTC A C TC A
Transgenic 
Res 4:388- 
396 (1995) 
PubMed: 7581 
519
74 Phaseolus
vulgaris
Tabla 2. Identificaciôn de un elemento especifico de raiz en el promotor del gen SKP2B (Subrayado) 
que comparte homologia con otros elementos especificos de raiz descritos en la literatura. Utilizando el 
programa PLACE procedimos a la bûsqueda de elementos en promotores de plantas que compartieran 
homologia con el dominio I (gris) que se identified en el promotor del gen SKP2B como la région minima 
que mantiene la expresion en los PIRL. Se senala en rojo la citosina mutada en el promotor de iKb de 
SKP2B que muestra una expresion reducida de SKP2B en los puntos de iniciacidn de RL (Figura 16).
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B 0.5Kb-
SKP2B:GUS SKP2B:G\JS
Posicion d e s d e  ATG Tincion GUS
Princip io Fin MR PIRL
- 1 7 5 0 +9 + +
-1 0 0 0 +9 + +
-560 +9 - +
-500 +9 - +
-464 +9 - +
-408 +9 - +
-340 +9 - -
C 1Kb
SKP2B:G\JS
IKbmut- D
SKP2B:G\JS
y j
F ig u ra  16. La expresion de SKP2B en la raiz se puede separar en dos dominios. A) 
Representacion de las diferentes regiones del promotor utilizadas para generar plantas 
trangénicas. M uestran expresion en el meristemo radicular, en los PIRL o en âmbos. B) Raices 
tenidas para GUS de plantas SKP2B:GIJS y 0.5KbSAP2JB:GUS mostrando PIRL (panel superior) 
o meristemo radicular (panel inferior). C) P lan tas 1 KbSÆP2B:GUS y lKbSüCP2Bmut;GUS tenidas 
para  GUS mostrando PIRL (panel superior) o meristemo radicular (panel inferior). D) Aumento 
del cuadro senalado en el panel C m ostrando un primordio sin ten ir para GUS. Barras 
corresponden a 0.2 mm (A-C) y 0.05mm en D.
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5.2.2 Expresion de la protema silvestre IAA14 y la protema mutante mIAA14 
hajo el promotor de gen SKP2B 0.5Kb
Para comprobar el uso del promotor del gen SKP2B  en la 
manipulacion de la arquitectura de la raiz utilizamos el fragmente del 
promotor de 500pb para expresar el gen de la Barnasa (en las eélulas 
fundadoras y primordios) que codifîca para una ribonucleasa con efecto 
toxico (Paddon y Hartley, 1986; Hartley, 1998). El anâlisis de estas plantas 
transgénicas révélé una reduccion de mâs de un tercio del numéro de RL 
emergidas (Figura 17A). Utilizando el mismo procedimiento, expresamos 
bajo el promotor 0.5KhSKP2B  las proteinas silvestre 1AA14 y m utante 
mlAAl4 (una protema con funcion dominante negativa) que bloquean la 
formacion de RL (Fukaki et al., 2002; Fukaki et al., 2006). Como se m uestra 
en las figuras 17B y 170, la expresion de las proteinas 1AA14 o mlAA14 
reducen signifîcativamente el numéro de RL. Por lo que podemos concluir 
que la expresion de SKP2B es especifica de las eélulas fundadoras y los 
PIRL ya que la expresion ectopica de las proteinas silvestre 1AA14 y 
m utante mlAAl4 en estas eélulas reduce el numéro de RL. Ademâs, estos 
resultados m uestran que el promotor de SKP2B se puede utilizar como 
herram ienta biotecnolôgica para m anipular el sistema radicular.
0,3
S/fP2B;GUS 0.5KbSKP2B
y  
00 0.6 
0| 0,5
I :K 0.2 
5  0,1 
- I  0
B
[1
E 1 
E 0,9
s °»
2  0.7
r  0,6
E 0,5 
+  0,4 
ï  0,3
S/fP2B:GUS 3 -2 -2 2 7 -1 -7
0.5KbS(fP2B;m-IAA14
2 - 1-2
0.5KbS)fP2B:IAA14
F igura  17. El dominio de expresion de 0.5KhSKP2B es especifico de los PIRL. A) Medidas de RL 
emergidas/cm de plantas SKP2B:GU^ y 0.5KbSÆP2B:BARNASA crecidas durante 7 dias. B) 
Medidas de RL (PRL+RL emergidas)/mm de plantas SüCP2B:GUS y très lineas transgénicas con la 
construcciôn 0.5KbSÜLPPR:mIAAl4. C) Medidas de RL (PRL+RL emergidas)/mm de plantas 
SKP2B:G\J^ y très lineas transgénicas con la construcciôn 0.5KbSüCP2B:IAA14.
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5.2. s  Papel de SKP2B en la respuesta a auxina
Para determ inar la funcion de SKP2B  en la respuesta a auxina se 
cruzo el m utante skp2b con el promotor sintético de respuesta a auxina 
DR5:GJJS. Se ha descrito en algunos trabajos que la expresion del promotor 
DR5 no se détecta en todos los primordios de RL dentro de una misma raiz 
(Benkova et al., 2003; De Smet et al., 2003). Cuando analizamos la expresion 
de DR5 en el m utante skp2b observâmes que casi todos los primordios 
expresan GUS (Fig. 18A), por lo que observâmes un aumento del numéro de 
primordios con tincion en el m utante con respecte al silvestre. Para 
determ inar si habia diferencias de tincion GUS en la distribucion de 
primordios en los distintos estadios de formacion de primordios de RL (0- 
VIII) se comparé el patrén de tincién DR5 en el m utante y la linea silvestre 
y se contaron tanto los primordios tenidos como los no tenidos en la linea 
DRô'.GVS (Fig. 18B). Como podemos observar en el m utante skp2b 
encontramos un menor numéro de primordios del estadio III al VI sin 
expresién DR5 en comparacién con el silvestre (Fig. 18B). Estos resultados 
sugieren que en el fonde m utante skp2b se previene el arresto de los 
primordios que no progresarian normalmente en RL maduras. En el trabajo 
de Dubrovsky et al., 2008, se ha descrito que el promotor DR5 es un 
marcador temprano de la formacién de primordios de RL y que la activacién 
del promotor se correlaciona con el comienzo del desarrollo del primordio de 
RL. Sin embargo, estos autores proporcionaron evidencias que sugieren que 
la actividad del promotor DR5 no refleja una elevada sensibilidad a la 
sehalizacién mediada por auxina pero si al incremento en los niveles de 
auxina en las eélulas. Nuestros datos sugieren que en el m utante skp2b los 
primordios que quedarian parados, y por ello sin expresién para DR5 en el 
silvestre, continùan desarrollândose en el m utante hacia RL.
skp2blDRS::GUS DR5:;GUS
I
■DR5
°s(cp2t>/DR5::GUS
GUS- GUS+GUS- G U S»G U S- GUS+GUS- GUS+GUS- G U S+G U S-G U S+G U S- G U S*G U S- G U S+G U S-G U S+G U S- GUS*
EstO  EstI Estll Estlll EstIV EsIV EsIVI EstVI EstVIII Emergido
F igura  18. La respuesta a auxina esta incrementada en el mutante skp2h. A) Medidas de PIRL 
(primordios tenidos para actividad GUS)/mm en la linea DR5:GUS y en sfe/?.26/DR5:GUS. B) Numéro 
total de primordios (Tenidos y sin tenir para actividad GUS) en cada uno de los estadios de formacion de 
PRL en la linea control DR5:GUS y en la linea sfepP6/DR5:GUS.
5.3. R egu lacion  de la  e x p re sio n  de SKP2B.
La determinacion de la region minima promotora de SKP2B  
(0AlKhSKP2B) responsable de la expresion en los PIRL en la raiz nos llevo 
a la bûsqueda de posibles reguladores transcripcionales. Para determinar 
los factores reguladores de la expresion de SKP2B  utilizamos la técnica de 
“un hibrido” de levaduras. Para ello, se clonô el fragmente de 0.41Kb del 
promotor de SKP2B  sobre el promotor minimo del gen reportador HIS3. 
Esta construcciôn se introdujo en levaduras mediante integraciôn en el 
genoma y posteriormente se transformé con una libreria de cADNs de 
plantas de Arabidopsis de 5 dias. Los transform antes se seleccionaron para 
el reportador HIS3. En una primera bûsqueda en 2 millones de 
transform antes obtuvimos 60 clones. Agrupando los clones positives por 
secuenciacién de los productos de PCR encontramos que correspondian al 
gen ATEBP/ RAP2.3 (At3gl6770), un factor de transcripcién de la familia 
ERE (Ethylene Response Factor), al gen de la variante histénica H3.3
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(At4g40040), al gen TCP24  (A t4gl8390) y otro al gen A M M E C R l 
(At2g38710). Posteriorm ente, realizam os un  ensayo de crecim iento de estos 
clones en medio m inim o de levaduras con u na  mezcla com pléta de 
aminoâcidos, sin  h is tid in a  y con concentraciones crecientes del inhibidor de 
la  sin tesis de h istid ina , 3AT (3 am ino triazol) (Fig. 19).Estos anâlisis 
m ostraron  que RAP2:3 y la  va rian te  h istonica H3:3 e ran  capaces de 
prom over el crecim iento de la  levadura  incluse a 20mM de 3AT, sugiriendo 
que podrian ser buenos candidates p a ra  la regulacion de la expresion de 
SKP2B.
3AT
(m M )
RAP2.3 AM M ECRl H3.3 TCP24
■ ■ B
□ amB
B
F ig u ra  19. Identificaciôn de proteinas que se unen al promotor QAlKbSKP2B. Se utilize el promotor 
de 0Al¥JoSKP2B  para la bûsqueda de posibles proteinas que interaccionaran con esta region 
promotora. Los clones positives se crecieron de nuevo en medio sin histidina y con concentraciones 
crecientes de 3AT.
D espués de an a liza r el crecim iento de estos clones en medio con el 
inhibidor 3AT decidimos e s tu d ia r en detalle el papel del factor de 
transcripcién  RAP2.3 y la  h istona  H 3.3 en el control de la expresién de 
SKP2B.
5.3.1 La expresion de SK P 2B  esta regulada por el factor de transcripciôn  
RAP2.3.
Los factores de transcripcién  de tipo ERE se unen  a motives consenso 
tan to  CCG, como a m otives DRE (Dehydration-Responsive E lem ents) (Yang 
et al., 2009). E n u n a  p rim era  aproxim acién p a ra  verificar la  unién  del factor
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de transcripcién  RAP2.3 a la  region prom otora de SK P 2B  llevam os a cabo 
experim entos de union  de tipo EMSA (Fig. 20A). P a ra  ello, hem os generado 
u n a  sonda b io tin ilada  del prom otor SK P 2B  del m ism o tam aho  que el 
u tilizado  p a ra  los experim entos de un-hibrido y u n a  p ro te ina  de fusion GST- 
RAP2.3 (G lu thatione-S -T ransferase). L a p ro te ina  recom binante  expresada 
en bacteria , se purifico con bolas de GST y se eluyo de las bolas con 
g lu ta tion . Posteriorm ente, se incubaron  sonda y p ro te in a  en buffer de union 
y posterio rm ente  se visualizo la  un ion  proteina-A D N  m ed ian te  w estern-blot 
usando  E strep tav id ina-H R P  p a ra  la  deteccion de la  sonda. Como se observa 
en la  figura 20A, la p ro te ina  GST-RAP2.3, pero no la GST, es capaz de 
re tra s a r  la  m ovilidad de la  sonda 0 A lK h S K P 2 B . Asim ism o, esta  union  es 
capaz de ser com petida por sonda sin  m arcar indicando que RAP2.3 se une 
especificam ente al prom otor de SKP2B.
%
rap2.3ISKP2B:GUS pER8:RAP2.3/SKP2B:GUS
F ig u ra  20. El factor de transcripciôn RAP2.3 régula la expresiôn de SKP2B in vivo. A) Ensayo de 
movilidad electroforética del promotor SKP2B  unido a la proteina de fusion GST-RAP2.3. Se 
utilizaron concentraciones crecientes de sonda fria como competidor especifîco. B) Cuantificacion 
del numéro de PIRL (contados como spots de expresion SKP2B:GIJS) por mm de raiz en plantas 
SKP2B:G\JS, o p lantas rap2.3/ SKP2B.GGS de 6 dias. C) Tincion para  GUS del meristemo de la 
raiz o de primordios de RL de p lantas analizadas en A. D) Cuantificacion del numéro de PIRL 
(contado como spots de expresion SKP2B.GGS) por mm de raiz en plantas SKP2B.GIJS, o 
pER8RAP2.3/*S'AP.25:GUS de 6 dias y tra tad as con estradiol 10 pM durante 24 horas. E) Tincion 
para GUS del meristemo principal o de primordios de RL de p lan tas analizadas en C.
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Ademâs, para analizar la expresiôn de SKP2B  en el m utante rap2.3 
cruzamos este m utante con la linea SKP2B:G\JS. Crecimos plantas 
rap2.3/SKP2B:GlJS durante 7 dias y cuantificamos el numéro de 
primordios con tincion GUS. Observamos que el numéro de primordios en el 
m utante rap2.3 es signifîcativamente menor en comparacion con plantas 
control, sin embargo el numéro de RL emergidas no se ve afectado (Fig. 
20B). En el caso de la tincion GUS de plantas rap2.3ISKP2B\G\]S 
encontramos que la intensidad de tincion es signifîcativamente menor en los 
primordios del m utante rap2.3, m ientras que la tincion en el meristemo 
basai de la raiz estâ ligeramente deslocalizada e incrementada en el 
meristemo apical en comparacion con el control SKP2B:G\JS (Fig. 20C). 
Para analizar el efecto de la sobreexpresiôn del gen RAP2.3 en la expresion 
de SKP2B  se generô una linea sobreexpresora inducible por estradiol 
pER8RAP2.3, que se cruzo con la linea SKP2B:G\JS. Al analizar el numéro 
de primordios en plantas pER8RAP2.3/ SKP2B:G\JS tratadas con estradiol, 
no encontramos diferencias signifîcativas, sin embargo, si que observamos 
un mayor numéro de RL emergidas en la linea sobreexpresora (Fig. 20D). 
En el caso de la linea sobreexpresora no se encontraron diferencias 
signifîcativas en termines de tincion GUS tanto en primordios como en el 
meristemo principal (Fig. 20E).
5.3.2 El intercamhio de histonas mediado por CAF régula la expresiôn de 
SKP2B.
Como se comentô anteriormente, hemos encontrado por la técnica de 
un hibrido en levaduras que la histona H3.3 se une al promotor de 410pb del 
gen SKP2B. A  diferencia de la histona H3.1 que se asocia principalmente a 
la replicacion del DNA, la variante H3.3 se asocia preferentemente con un 
estado descondensado y de transcripcién activa del ADN (Ahmad y Henikoff 
2002) (Fig. 21). Con este resultado decidimos analizar si el promotor de 
SKP2B contiene la variante histénica H3.3 in vivo. Para ello iniciamos el 
mapeo de la presencia de las histonas H3.3 y H3.1 en el promotor del gen
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SKP2B  utilizando plantas transgénicas que expresan la histona H3.3 y 
H 3,l fusionadas al epitopo MYC bajo el control de su propio promotor 
(Ramirez-Parra y Gutiérrez, sin publicar). Ya que la auxina régula la 
iniciacion y la formacion de primordios de RL, decidimos analizar si habia 
algùn cambio en los niveles de H3.3/H3.1 en el promotor del gen SKP2B  al 
tra ta r  las plantas con o sin auxina durante 24 horas. Como control se 
amplificaron el gen vecino PIN6  (AtlgVTllO) y genes cuya transcripcién se 
modifîca por el tratam iento con auxina como son la CYCBl;! (At4g37490) y 
GRP (At4g30450) (Fig. 22 C). Llevamos a cabo ensayos de 
inmunoprecipitacién de la cromatina “ChIP” usando el anticuerpo antiMYC 
y amplificacién por PCR de fragmentos del promotor del gen SKP2B  y de los 
genes control. Como se m uestra en las figuras 22A y 22B, el promotor del 
gen SKP2B  comparado con el promotor de los genes ACT2, CYCB1;1 y PIN6  
esta enriquecido en la variante histénica H3.3 frente a la H3.1 en todas las 
regiones del promotor analizadas pero no en la regién codificante (Fig. 22A y 
22B). El tratam iento con auxina incrementa los niveles de H3.3 m ientras 
que los niveles de H3.1 no presentan diferencias signifîcativas (Fig. 22A y 
22B). En el caso de los genes control solo el gen GRP présenta un 
enriquecimiento en la variante histénica H3.3 en plantas tratadas con 
auxina (Fig. 22B).
La subunidad bâsica estructural de la cromatina es el nucleosoma que 
contiene mâs o menos 150pb de ADN enrollado alrededor del octâmero de 
histonas formado por dos moléculas de cada histona H2A, H2B, H3 y H4. 
Asl, la duplicacién del ADN no solo consiste en la replicacién del ADN sino 
también en la reorganizacién del nuevo octâmero de histonas en la nueva 
hebra de ADN. Sin embargo, las histonas no se asocian con el ADN 
directamente para formar los nucleosomas sino que son las proteinas con 
actividad chaperona de histona las que facilitan este proceso reclutando las 
histonas al ADN de nueva sintesis (Polo y Almouzni 2006). El complejo con 
funcién histona chaperona “Chromatin Assembly Factor 1” “CAF-1” se 
asocia con la maquinaria de replicacién para la deposicién de la histona
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H3.1 y H4 en el ADN (Fig. 21). A pesar de que las subun idades de los 2 
principales complejos de deposicién de h istonas H3 se h a n  m antenido  tan to  
en an im ales como en p lan tas , su  activ idad  desde el punto  de v is ta  
bioquimico queda aùn  por resolver en p lan tas . E n Arabidopsis, se h an  
identificado homélogos del complejo CAF-1 que incluyen las subun idades 
denom inadas F A S l, F A S 2  y M U L T IC O P Y  S U P R E S S O R  OF IR A  (Kaya et 
al., 2001; H ennig et al., 2003; G uitton  et al., 2004; Chen et al., 2008) 
existiendo m u ta n tes  v iables p a ra  cada u na  de las subunidades. La pérd ida  
de funcién de cualqu iera  de los com ponentes del complejo CAF-1 en p lan ta s  
afectan  al ciclo celu lar y la form acién de la he terocrom atina  (Schônrock et 
al., 2005; C hen et al. 2008; K lapholz et al. 2009) sugiriendo u n a  
conservacién funcional. T am bién  se h a  encontrado u n  homologo funcional 
p a ra  la  h istona  chaperona HIRA en p lan tas  (Phelps-D urr et al., 2005) 
aunque la funcién exacta es aù n  desconocida ya que no ex isten  m u ta n tes  
viables, lo que difîculta los anâlis is  genéticos y morfolégicos.
CAF-1
H4-H3.1) (H4-H3.3)
D N A « » lk » » n  DNArepai,
TRENDS in Plant Sdanca
F ig u ra  21. Histona chaperonas implicadas en la dinâmica H3-4. CAF-1 es un complejo 
heterotrimérico que participa en procesos relacionados con la sintesis del ADN como replicacion y 
reparacion del ADN. El gen represor de histona A (HIRA) esta implicado en la sintesis de ADN- 
independiente participando en la deposicién de la variante H3.3. Tanto CAF-1 como HIRA estân  
asistidos por el factor de tipo chaperona de antisilenciam iento 1 (ASFl). (Adaptado de Ramirez- 
P arra  et al., 2007)
P a ra  a n a liza r si m utaciones en m iem bros del complejo CAF-1 afectan  
a la expresién  de SK P 2B  realizam os cruces de m u tan tes  disponibles de 
F A S l  (R am irez-P arra  et al., 2007; en fonde Col-0) y F A S2  (Serrano- 
C artagena  et al., 1999, en fonde Landsherg) con p lan tas  SAP^R.'GUS en
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fondo Columbia y Landsberg respectivamente. Como se m uestra en la figura 
22D, la expresion de SKP2B  en las eélulas fundadoras y en el meristemo de 
las RL desaparece, aunque si se mantiene la expresion en el meristemo 
principal, donde SKP2B  se expresa a niveles mas altos que en el fondo 
silvestre. Sin embargo, la expresion de SKP2B  si se mantiene en ambos 
m utantes en el cortex y la epidermis de las eélulas que bordean al primordio 
(Fig. 22D). Asimismo, hemos analizado la expresion del promotor de 
0.5KbSAP2R:GUS que mantiene la expresion en los primordios pero no en 
el meristemo principal ni en las eélulas del cortex y epidermis que bordean 
al primordio. Sorprendentemente, hemos encontrado que la expresion de 
0.5SAP2R.‘GUS en el fondo m utante fa sl se mantiene en los primordios en 
todos los estadios a diferencia de lo que ocurre con la expresion del promotor 
completo (Fig. 22D). Estos resultados sugieren que el mantenimiento de la 
expresion de SKP2B en las eélulas fundadoras y en el primordio de RL es 
dependiente de la funcion de CAF-1. Asimismo, en el fragmente de promotor 
entre -ITOOpb y -500pb debe existir un dominio represor de la expresion de 
SKP2B  dependiente de CAF-1.
También analizamos el numéro de PRL/mm en el m utante fa sl y 
hemos encontrado que no existen diferencias signifîcativas con el control, no 
ocurre lo mismo con el numéro de RL emergidas donde en el m utante fasl 
hay una reduccion significativa con respecto al control (Fig. 22E).
El balance de acetilacion/desacetilacion de la histona H3 régula la 
expresion de gran numéro de genes. Por ello decidimos analizar los niveles 
de acetilacion del promotor de SKP2B  mediante experimentos de ChIP 
(Inmunoprecipitacién de la cromatina) con el anticuerpo antiHS-acetilada en 
las lisinas K9K14 y amplificacién por PCR de diferentes regiones del 
promotor de SKP2B. Por otro lado, ya que la auxina juega un papel principal 
en el desarrollo de PRL decidimos analizar los niveles de acetilacién en el 
promotor del gen SKP2B  en el fondo m utante slrl y en respuesta a auxina 
en plantas silvestres tratadas con auxina durante 24 horas. Hemos
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encontrado que el tratam iento con auxina aum enta los niveles de acetilacion 
en la region promotora de 500pb por encima del ATG m ientras que la 
mutacion en el gen SLR /IA A 14  lo reduce casi hasta la m itad en 
comparacion con los niveles de plantas silvestres (Fig. 23A). Como control 
utilizamos los genes ACT2, CYCBl;1, GRP y P IN 6 y como se m uestra en la 
figura 23B los niveles de acetilacion se m antienen invariables para los genes 
ACT2, GRP y PIN6  tanto en plantas tratadas con auxina como en el fondo 
m utante slrl. En el caso del gen de la CYCBl;! m uestra un ligero 
incremento en plantas tratadas con auxina (Fig. 23B). Estos resultados 
sugieren que la senalizacion de auxina estâ implicada en la regulacion de los 
niveles de acetilacion del promotor del gen SKP2B.
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F ig u ra  22. Control de la expresiôn de SKP2B por el intercambio de histonas H3. A) Representacion 
esquematica de las regiones en el promotor de SKP2B  en las que se ha analizado el patron de H3 en 
presencia y ausencia de auxina por inmunoprecipitacién de cromatina (ChlP-PCR). B) Ensayo de ChlP- 
PCR de los niveles de H3.1 and H3.3 en los genes ACT-2, CYCBl;!, GRP y PIN6. Los resultados del ChlP- 
PCR m uestran el DNA inmunoprecipitado usando el anticuerpo anti-MYC en wt, H3.1:i/5.i-MYC é 
H3.3:i75.5-MYC como input. C) Niveles de expresién relativa. Datos obtenidos de geneinvestigator. D) 
Anâlisis histoqulmico para tincién GUS de SKP2B:G\JS, fa s l / SKP2B.GCS, en ecotipo Columbia, 
SKP2B:G\JS o fas2/ SKP2B:GGS en ecotipo Landsberg y 0.5KbSAP2B:GUS o /as7/0.5KbSXP2B:GUS en 
ecotipo Columbia. Las plantas se crecieron 6 dias en medio MS. Barras corresponden a 0,05 mm. E) 
Cuantificacién del numéro de PRL, emergidos, RL y tam ano de la raiz principal en plantas control y en el 
m utante fa s l  crecidas durante 6 dias en medio MS. *, Diferencias signifîcativas t-test p<0,00001.
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Figura 23. El locus de SKP2B estâ regulado par la acetilacion de la histona H3. Se hicieron 
experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina de plantas silvestres de 7 dias crecidas en medio 
MS, plantas silvestres crecidas 6 dias en medio MS y tratadas durante 24H con 2-4D y plantas 
mutantes sir 1-1. Se utilizo un anticuerpo especifîco para el reconocimiento de la histona H3 
diacetilada. A) Niveles de acetilacion relativa en el locus SKP2B. B) Niveles de acetilacion relativa en 
los promotores de genes regulados por auxina.
Ademâs, hemos analizado el efecto de la Trichostatina A (TSA), un 
inhibidor de enzimas deacetilasas, en la expresion de SKP2B. Para ello, 
hemos tratado plantas de 5 dias con 20 pM de TSA durante 48 horas. Como 
se observa en la figura 24A el tratam iento con TSA reduce la expresion de 
SKP2B  en el meristemo principal pero no en los PIRL (Fig. 24A). Asimismo, 
el tratam iento con TSA reduce el numéro de PIRL/mm (Fig. 24B) y aum enta 
la distancia entre el meristemo principal (Medido desde el centro 
quiescente) y el primer PIRL detectado, (Fig. 24C y 24D) indicando que el 
TSA reduce la expresiôn de SKP2B  en la raiz y bloquea el marcaje de las 
eélulas fundadoras.
Se ha implicado la deposicién de histonas y la herencia de marcas 
epigenéticas en la histona H3 en regiones reguladoras de la expresién génica 
con el mantenimiento de la regulacién de la transcripcién. Por ello, nuestros 
resultados sugieren que la transcripcién de SKP2B  estâ regulada por el 
intercambio de histonas H3 in vivo y por la acetilacién de la histona H3. El 
tratam iento con auxina produce un aumento en los niveles de acetilacién del
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prom otor del gen SK P 2B  y el m anten im ien to  de estos niveles de acetilacion 
esta  a lterado  en el m u tan te  sir 1-1.
y
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F ig u ra  24. La acetilacion de histonas régula el marcaje de las eélulas fundadoras. Se crecieron 
plantas de 4 dias en medio MS liquido sin y con TSA (20 qM )durante 2 dias. A) Meristemo y primer 
PIRL de plantas SAP25:GUS tra tadas y sin tra ta r  con TSA. B arras se corresponden con 0,1 mm. B) 
Media del numéro de PIRL/mm de raiz. C) Media de la distancia del meristemo principal (Centro 
quiescente) al prim er PIRL tenido para GUS. * Diferencias significativas t-test p<0,0006. D) Medidas 
en raices individuates de la distancia del meristemo principal (Centro quiescente) al prim er PIRL.
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5.3.3 Regulacion horm onal de la expresiôn de SKP2B.
Se h a  descrito en num erosas publicaciones el efecto de d istin tas 
horm onas vegetales en la  formacion de prim ordios de RL (Bao et al., 2004; 
Ferguson et al., 2005; Sm et et al., 2006; K uderova et al., 2008; Negi et al., 
2008). P a ra  de te rm inar el efecto de d iferentes horm onas vegetales en la 
expresion de SKP2B, se crecieron p lan tas  SKP2B:G U S  en medio MS 
du ran te  4 dias y se transfirieron  a medio MS con giberelinas, auxinas, 
brasinoesteroides, el p recursor del etileno ACC, ABA, citoquin ina y âcido 
jasm onico .
MS AUXINA ACC
J
ABA KINT
JA GA SAL CALOR
F ig u ra  25. Regulacion hormonal de la expresiôn de SKP2B. P lantas crecidas durante 5 dias en MS 
solide. Transferidas a MS liquido durante 24 horas con: Mock, 2,4D 10 '^  M, ACC 10 ® M, ABA 10 ® 
M, Citoquinina 10 ® M, JA 10 ® M, GA 10 ® M, Brasinoesteroides 10 ® M y NaCl 150 nM. El 
tratam iento con calor se realizo 10 m inutes a 45°c/lh a 37°C y 24 horas 22°C
Como se m u estra  en la figura 25, el tra tam ien to  con aux ina  induce la 
expresion de SK P 2B  en todo el periciclo, cortex y epiderm is, el tra tam ien to  
con ABA que reduce el num éro de prim ordios de RL (De Sm et et al., 2006b) 
reduce la expresion de SK P 2B  en los prim ordios y produce u n  aum ento  de la  
expresiôn en las eélulas del cortex y la  epiderm is. El tra tam ien to  con 
k inetina  inhibe la form acion de RL (Laplaze et al., 2007) por lo que vemos
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un reflejo de esta inhibiciôn en una menor expresiôn de SKP2B. El 
tratam iento con âcido jasmônico produce una menor expresiôn de SKP2B  en 
las eélulas fundadoras y un aumento de la expresiôn en el cortex y la 
epidermis similar a lo observado en el tratam iento con ABA. Las giberelinas 
no producen ningun efecto significativo en la expresiôn de SKP2B  al igual 
que los brasinoesteroides a pesar de que se ha descrito que esta hormona 
présenta un efecto sinérgico con la auxina en el control de la formaciôn de 
RL. De hecho, el tratam iento con brasinoesteroides de plantas transgénicas 
con el promotor sintético DR5:GUS aum enta su expresiôn (Bao et al., 2004).
En el caso de los efectos del estrés abiôtico, como es el exceso de sal en 
el medio se ha descrito que el tratam iento con concentraciones moderadas 
de sal induce la formaciôn de RL y disminuye el tamano de la raiz principal. 
Por otro lado, el tratam iento a concentraciones altas de sal producen una 
inhibiciôn en el numéro de RL (Gaston et al., 2010). En nuestro caso, el 
tratam iento con sal en alta concentraciôn produce un aumento de la 
expresiôn de SKP2B  en el meristemo basai en la zona donde tiene lugar el 
marcaje de las eélulas que darân lugar al primordio de RL. El tratam iento 
por calor produce una clara disminuciôn en la expresiôn de SKP2B  (Fig. 25).
5.3.4 La expresiôn de SKP2B en las eélulas fundadoras es dependiente de la 
senalizaciôn de auxina
Se ha descrito en varies trabajos que la senalizaciôn mediada por 
auxina juega un papel principal tanto en la especificaciôn de las eélulas 
fundadoras (De Smet et al., 2006; De Rybel et al., 2010; Moreno-Risueno et 
al., 2010) como en el posterior desarrollo del primordio de RL (Fukaki et al., 
2002; Vanneste et al., 2005). Algunas mutaciones que afectan a la 
m aquinaria de senalizaciôn de auxina reducen el numéro de RL. Para 
analizar la regulaciôn de la expresiôn de SKP2B  mediada por auxina se 
trataron  con auxina plantas transgénicas con la construcciôn SKP2B:G\JS. 
Como se m uestra en la figura 26A la auxina induce la expresiôn de SKP2B
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en la raiz a lo largo de todo el periciclo, cortex y epidermis con un 
comportamiento sim ilar al del promotor sintético de respuesta a auxina 
DR5:GUS.
También hemos analizado la expresién de SKP2B  en distintos fondos 
m utantes que tienen disminuida la respuesta a auxina. Para ello hemos 
cruzado plantas SKP2B:G\JS con el m utante tir 1-1 (Ruegger et al., 1998), 
axrl-12  (Hobbie and Estelle, 1995) o ibr5-l (Monroe-Augustus et al., 2003) . 
Hemos encontrado que mutaciones en estos genes reducen tanto la 
expresion de SKP2B  como la induccion de SKP2B  dependiente de auxina 
(Fig. 26A). En el caso de los m utantes tir 1-1 y axrl-12  encontramos, ademâs 
una reduccion significativa en el numéro de PIRL/mm. En el caso del 
m utante ibrS no hay diferencias significativas en el numéro de PIRL/mm 
con respecto al control (Fig. 26B). Este resultado sugiere que IBRô  es 
necesario para la respuesta a auxina de SKP2B pero no para la 
especificaciôn de las eélulas fundadoras.
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F ig u ra  26: A nâlisis histoquîmico para GUS de plantas SKP2B:GUS y  SKP2B:GUS en los fondos 
mutantes tirl-1, axrl-12  and ibr5-l. Se crecieron plantas durante 4 dias en medio MS y se pasaron a 
medio MS con 0, 10, 20, 40 60 or 100 nM of 2,4-D durante 2 dias. A) Meristemo basai. B) 
Cuantificacion del numéro de PIRL tenidos para actividad GUS en los diferentes fondos m utantes 
mencionados y crecidos en medio MS durante 6 dias.
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Se han descrito varias mutaciones dominantes negativas en 
diferentes genes de la familia Aux/IAA y que tienen alterada la respuesta a 
auxina. Hemos analizado la expresion de SKP2B  en los m utantes axr2, axr3, 
sir 1-1 e iaa28. En el caso de los fondos m utantes axr2 y axr3 encontramos 
que SKP2B  présenta un patron de expresiôn ligeramente alterado y que el 
tratam iento con auxina induce la expresiôn de SKP2B a niveles similares al 
control en ambos m utantes (Fig.27).
axr3/SKP2B;:GUSSKP2B::GUS
MS 24H Auxina 4<HAux|na 24H Auxina 48H AuxinaMS24H Auxina Auxina
F igura 27. Expresiôn de SKP2B en fondos mutantes oxr2 y oxr3. Tincion para GUS de plantas 
SKP2B:G\JS, axr2ISKP2B:GWë> y axr3ISKP2B:G\JS en medio MS durante 7 dias y plantas 
SKP2B:G\JS, axr2/SKP2B;GUS y axr3/SKP2B:GGS en medio MS durante 5 dias que 
posteriormente se pasaron a medio con NAA durante 24 y 48 horas.
En el caso m utante sir 1-1 observamos que se élimina completamente 
la expresiôn de SKP2B  en las eélulas fundadoras y en los primordios de RL. 
De becbo, en el m utante sir 1-1 solo encontramos expresiôn de SKP2B  en el 
meristemo principal de la raiz (Fig. 28A). Ademâs, el tratam iento con 
auxina de plantas slrl-l/SKP2B:G\JS  aum enta ligeramente la expresiôn de 
SKP2B en las eélulas de periciclo de la zona de diferenciaciôn 
especificamente en las eélulas correspondientes a las eélulas fundadoras de 
los PIRL (Fig. 28A).
Se ba propuesto recientemente que la especificaciôn de las eélulas 
fundadoras en el meristemo basai es independiente del môdulo de 
senalizaciôn de auxina SLR/IAA14 pero dependiente del môdulo controlado 
por IAA28 (De Rybel et al., 2010). Para analizar la expresiôn de SKP2B  en el 
fondo m utante iaa28 cruzamos plantas SKP2B:G\JS con el m utante iaa28
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(am bos en fondo WS). Hemos encontrado que el num éro  de PIRL en p lan ta s  
iaa28!SKP2B:Q\5S  es m enor que en el control (Fig. 28C) y que la  expresion 
de SK P 2B  en los prim ordios en el fondo m u tan te  iaa28  es sim ila r al control 
(Fig. 28D). A dem âs, so rp renden tem ente , hem os visto que el tra tam ien to  con 
au x in a  induce la  expresion de SK P 2B  en el m u tan te  iaa28  a niveles 
sim ilares al control (Fig. 28E). Sin em bargo, hay  que destacar que esta  
induccion no se produce en la  zona correspondiente al m eristem o basai 
donde tiene lu g ar la  especificaciôn de las  eélulas fundadoras (Fig. 28E). 
Estos resu ltados sug ieren  que tan to  IAA28 como IAA14 e stân  controlando la 
especificaciôn de las eélulas fundadoras en el m eristem o basai de la  raiz.
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Ws-SKP2B;GUS
F ig u ra  28. Tincion histoquimica para SKP2B.GUS en fondos mutantes slrl-1 e iaa28. Se 
crecieron plantas durante 4 dias en medio MS y se transfirieron a medio MS y medio MS lOOnM 
de 2-4 D durante 2 dias. A) P lantas slrl-l/SK P2B:G \]S  en el meristemo basai de la raiz. B) 
Aumento de la zona superior del meristemo tenida para GUS. C) Raices Ws-SKP2B:GIJS e 
iaa28/Ws-SKP2B:GlJ8 de p lantas crecidas en medio MS durante 6 dias. Los cuadrados indican la 
localizacion de primordios tenidos en el fondo m utante iaa28. D) Meristemo principal y detalle de 
primordios en plantas Ws-SAP5B:GUS y plantas iaa28!SKP2B:G\}^. E) P lantas Ws-SAP2B:GUS 
e iaa28!SKP2B:GGS crecidas en MS 4 dias y tra tad as con auxina durante dos dias.
105
5 . 5.5  L a  expresiôn de S K P 2 B  estâ  a l te r a d a  en el m u ta n te  skp2h.
Puesto que la  linea SKP2B:G \JS  es un  buen m arcador de la form acion 
de prim ordios de raices la té ra les  y SK P2B  parece contro lar la  form acion de 
RL decidimos an a liza r si la  expresion de SK P 2B  estaba  a lte rad a  en el fondo 
m u tan te  skp2h. El anâlisis de p lan tas  skp2b!SKP2B\G \JS  revelo un  patron  
de expresion de SK P 2B  a lterado  en el m u tan te . Por un  lado, encontram os 
u n a  m ayor expresion de SK P 2B  en nerviaciones de hoja, estom as y en la 
v ascu la tu ra  del hipocotilo. Por o tra  parte , en el caso de la raiz  encontram os 
u n a  m ayor expresion a lo largo de todas las eélulas del periciclo de la  zona 
m adura  de la  raiz  en com paracion con la  linea SKP2B:G \JS  (Fig. 29).
t
\
/
\
SKP2B:G\JS \ / skp2blSKP2B:GUS
F ig u ra  29. La expresiôn de SKP2B estâ alterada en el fondo mutante skp2b. Representacion 
esquematica de una raiz con fotos de las distintas zonas senaladas por fléchas de la expresion de 
p lantas SKP2B:G\JS y skp2blSKP2B:G\JS tenidas para actividad GUS.
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Estos resu ltados sug ieren  la  existencia de u n a  regulacion de 
retroalim entaciôn negativa  en la  que probablem ente el complejo SCF^kp2B 
tenga como d iana  un  factor de transcripciôn  im plicado en el control de su 
expresiôn de form a d irecta  o ind irecta . Y que por tan to , la  ausencia  de 
SKP2B  esta  prom oviendo el increm ento  de su expresiôn.
5.4 S K P 2 B  com o h e r ra m ien ta  p ara  la  id e n t if ic a c iô n  de  g e n e s  
im p licad os en  e l d esa rro llo  r a d icu la r  en  A r a b id o p s is ,
P ara  iden tificar genes que se expresan  en las eélulas fundadoras y 
duran te  los estadios iniciales de form aciôn de prim ordios de RL hem os 
u 'ilizado  como h e rra m ie n ta  la  expresiôn a ltam en te  especifica de SK P 2B  en 
estas eélulas. P a ra  ello fusionam os el prom otor de SK P 2B  al gen repo rtado r 
de la  GFP. El anâlis is  de la expresiôn de SK P 2B  por m icroscopia confocal 
detectô sehal p a ra  GFP en las eélulas fundadoras del prim ordio, en 
prim ordios de RL (Fig. 29A,29B,29C) y en el m eristem o principal de la  raiz  
(Fig. 29D).
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F ig u ra  29. Anâlisis de expresiôn de SKP2B.GFP. A-C) Imâgenes de microscopia confocal de 
p lantas SKP2B:GFP tenidas con ioduro de propidio. Expresion de SKP2B  en PIRL en estadio II, 
III y V, respectivam ente (A-C) y expresiôn de SKP2B.GFP en el meristemo principal (D). E) 
Representacion del % de PRL de plantas de 5 dias crecidas en las mismas condiciones que las 
p lantas utilizadas para el experimento de cell sorting.
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Para llevar a cabo un anâlisis transcriptomico de las eélulas en las 
que SKP2B  se estâ expresando realizamos un experimento de separaciôn 
celular utilizando un citometro de flujo acoplado a un separador de 
fluorescencia. Para ello, crecimos plantas SKP2B:GFF durante 5 dias en 
medio MS y se generaron 2 tipos de muestras: I) raices complétas sin parte 
aérea y II) meristemos de la raiz principal. Se disociaron en eélulas 
individuales (protoplastos) mediante digestion enzimâtica de las paredes 
celulares. Estas raices de 5 dias contienen principalmente primordios en 
estadio 0 a estadio III (Fig. 29E). A continuaciôn los protoplastos que 
expresaban GFP se separaron mediante un separador de eélulas activado 
por fluorescencia. Se prepararon 3 m uestras biologicas independientes. 
Posteriormente se extrajo el ARNm y se hibrido con el chip ATHl de 
Affymetrix que cuenta con 22746 pruebas. Para identificar genes que se 
expresan especificamente en las eélulas fundadoras y en estadios tempranos 
de formaciôn de primordios de RL comparamos los dos tipos de muestras, 
substrayendo la expresiôn de los genes que se expresan en meristemo con 
los que se expresan en la de raiz compléta. Utilizando este anâlisis 
comparative hemos identificado una lista de genes potencialmente 
implicados en el marcaje de las eélulas que darân lugar al primordio y en el 
desarrollo temprano del primordio. Después de la normalizaciôn de los 
datos, encontramos que solo una pequeha fracciôn de genes variaban en su 
expresiôn en las très réplicas biolôgicas analizadas, indicando que la 
reproducibilidad del experimento es alta. Para evitar falsos positives se 
hicieron correcciones de comparaciones multiples y se calcularon los valores 
q segun el método de Storey y Tibshirani (2003). Nuestra bûsqueda se 
dirigiô a genes que estuvieran enriquecidos 2 veces (pval<0.05) en la raiz 
entera frente al meristemo. Hemos identificado mâs de 200 genes que 
m uestran diferencias significativas (Anexo Tabla3). Dentro de esta lista, 
podemos destacar el gen LAX2 cuyo homôlogo LAX3 se ha descrito como 
implicado en la emergencia del primordio (Swarup et al., 2008) o los genes 
que codifican para los transportadores de auxina PIN3 y PIN4, el gen que
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codifîca para una enzima YUCCA implicada en la biosmtesis de auxina y el 
gen GH3 por su posible papel en la regulacion y la senalizacion de auxina.
10 12
cell wall 
extracellular 
response to  stress 
response to  abiotic o r biotic stim ulus 
tran sp o rte r  activity 
ER
transport 
plasm a m em brane 
Other m em branes 
hydrolase activity 
o ther enzym e activity 
developm ental processes 
cell organization an d  biogenesis 
o ther cellular processes 
Golgi appara tus 
o ther m etabolic processes 
o th er cytoplasm ic com ponen ts 
transferase  activity 
k inase activity 
signal transduction  
transcription factor activity 
nucleus
o ther m olecular functions 
nucleotide  binding 
cytosol
o ther biological processes 
structural m olecule activity 
o ther intracellular com ponen ts 
transcription 
o th er cellular com ponents 
protein binding 
o th e r  binding 
receptor binding or activity 
protein m etabolism  
DNAor RNA binding 
electron  transport o r energy pathw ays 
DNAor RNA m etabolism  
m itochondria 
nucleic acid binding 
chloroplast
F igura  30. Porcentaje de genes expresados en PIRL por categorias funcionales. Azul: Porcetaje de 
genes encontrados en los PIRL. Rojo: Porcentaje de genes encontrados en el genoma de 
Arabidopsis. Classification SuperViewer Tool w/ Bootstrap. Toronto.
Hemos clasificado estos genes por categorias funcionales (Provart et 
al., 2003) (Fig. 30). Sorprendentemente, una gran cantidad de estos genes 
codifican para enzimas remodeladoras de pared celular. Analisis de 
expresion de ralces tratadas con auxina ban encontrado altos niveles de 
expresion de genes que codifican para pectatoliasa, pectinmetilesterasa y 
expansinas (Laskowski et a l, 2006). Se ha propuesto que estas enzimas 
participan en la separacion de las células del cortex y de la epidermis para 
facilitar la emergencia del primordio. Estudios publicados recientemente 
ban mostrado que la expresion de genes potencialmente implicados en 
remodelacion de pared celular se expresan en las capas celulares frente al 
primordio de RL (Gonzâlez-Carranza et al., 2007; Ogawa et al., 2009). Sin
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embargo, queda aùn por resolver si la inducciôn mediada por auxina de 
genes implicados en separacion celular produce la expresion de estos genes 
en el propio primordio de RL o en los tejidos que lo rodean.
También hemos visto incrementada la expresion de un alto numéro de 
genes que codifican para peroxidasas, enzimas que se han  implicado en el 
control de la senalizacion redox y el desarrollo de la ralz (Tsukagoshi et al., 
2010). Entre ellos, hemos identificado el gen que codifica para el factor de 
transcripcion UPBl implicado recientemente en la regulacion del balance de 
especies reactivas de oxigeno en la zona comprendida entre proliferacion y 
elongacion de la ralz (Tsukagoshi et al., 2010). También hemos encontrado 
un numéro signifîcativo de proteinas implicadas en transducciôn de senal y 
factores de transcripcion. Como se ha comentado anteriorm ente la auxina 
juega un papel fundamental en el control de la formacion de RL en plantas. 
Por ello, hemos comparado los genes que se expresan en los PIRL con los 
expresados en la formacion de RL por tratam ientos con auxina tanto en 
plantas silvestres como en el m utante slrl (Himanen et al., 2002; Vanneste 
et al., 2005) (Anexo Fig. 31). Ademâs hemos comparado la expresion en los 
PIRL con la expresion de genes en el meristemo basai de la ralz en fase y en 
antifase con el marcador DR5 descritos en el trabajo publicado 
recientemente por Moreno-Risueno et al., (2010). (Anexo Fig. 31). En los 
diagramas de Venny (Anexo Fig. 31) podemos destacar que existe un mayor 
numéro de genes comunes entre los genes que se expresan en los PIRL y los 
genes reprimidos por auxina que entre los genes que se expresan en los 
PIRL y los inducidos por auxina. Se podria pensar que estos genes 
reprimidos por auxina podrlan estar enriquecidos en las células fundadoras 
o bien en el primordio en un estado no proliferativo, y que desaparece su 
expresion cuando se empieza a acumular auxina en el primordio. En el caso 
de los genes que se han publicado como potencialmente implicados en el 
marcaje en el meristemo basai de las células del periciclo que van a dar 
lugar a un primordio y que por tanto estân en fase con el marcador 
DR5:LUC (Moreno-Risueno et al., 2010) encontramos genes como FEZ  que
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codifîca para un factor de transcripcion de tipo NAC y para el que se 
describio que ténia un patron de expresion que coincidia con las células del 
periciclo que se marcan en el meristemo basai para dar lugar al primordio.
5.4.1 Identificaciôn de genes que participan en el desarrollo del sistema 
radicular.
Los factores de transcripcion juegan un papel clave en el desarrollo, 
por lo que hemos realizado un anâlisis funcional del desarrollo del sistema 
radicular de 3 factores de transcripcion identificados en los PIRL y que 
pertenecen a 3 familias distintas RAP2.3 (AP2-ERF); TM 07  (bHLH) y FEZ  
(NAC-domain). Hemos identificado m utantes de T-ADN para estos genes y 
hemos realizado una caracterizacion fenotlpica del proceso de formacion de 
RL. En primer lugar medimos el tam ano de la ralz y el numéro de RL. Como 
se m uestra en la figura 32A, los très m utantes m uestran alteraciones en el 
crecimiento de la ralz, en el caso de los m utantes tmo7  y fez3 presentan una 
ralz principal mas corta que el silvestre mientras que el m utante rap2.3 
présenta una ralz mas larga que el silvestre (Fig. 32A). Cuando analizamos 
la densidad de RL (PRL/mm ralz principal) encontramos que solo el m utante 
rap2.3 desarrolla un menor numéro de ralces latérales que el silvestre (Fig. 
32B). Sin embargo, si examinamos en detalle el numéro de primordios en 
cada estadio encontramos algunas diferencias significativas. En el m utante 
rap2.3 hay menos primordios del estadio V al VIII, ya que no bay un mayor 
numéro de primordios emergidos este resultado sugiere un retraso en la 
transicion del estadio IV al V (Fig. 32C). En caso del m utante fez3 el numéro 
de primordios en estadio V y VII es significativamente menor (Fig. 32D). Sin 
embargo, en este m utante hay un mayor numéro de primordios emergidos 
sugiriendo que FEZ  estarla controlando la emergencia del primordio. Por 
otro lado, el m utante tmo7  présenta una acumulacion de primordios en 
estadio VI sugiriendo un defecto en la transicion del estadio VI al VII (Fig. 
32E). Para analizar si estos m utantes afectan a la expresion de SKP2B  
hemos realizado cruces de estos m utantes con plantas SKP2B:GJJS. En el
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caso del m u tan te  tm o7  (Fig. 32F) observâm es un  aum ento  de la  expresion de 
SK P 2B  en los PIRL y en las células del periciclo a lo largo de toda la raiz  
h a s ta  la  zona de diferenciaciôn m ien tras  que en p lan tas  control solo 
encontram os expresion de SK P 2B  en los PIRL (Fig. 32G y 32H). E n el caso 
del m u tan te  rap2.3  estos anâlis is  se m ostraron  en la  figura 20.
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F ig u ra  32. Mutaciones en los genes RAP2.3, T M 07 y  FEZ afectan la morfologîa de la raîz. A) Medidas 
de la raiz principal de plantas crecidas en MS durante diez dias. B) Medidas de RL (PRL+RL eraergidas) 
de p lan tas de 6 dias crecidas en MS *Diferencias estadisticam ente significativas medidas con T-student 
valor p<0.001. C) Medidas de todos los estadios de PRL/mm de plantas control y el m utan te rap2.3. D) 
Medidas de todos los estadios de PRL /mm de p lan tas control y el m utante fez3. E) M edidas de todos los 
estadios de PRL/mm de plantas control y el m utante tmo7. *Diferencias estadisticam ente significativas 
medidas con T-student valor p<0.001. F) Tincion GUS de plantas de 6 dias SAP2R:GUS y 
tmo7ISKP2B\G\}S. Las barras de escala indican 0.1mm. G) Foto de secciôn senalada en F de la raiz 
SKP2B\G\JS. H) Foto de seccion senalada en F de la raiz tmo7lSKP2B\G\JS. Las barras de escala 
indican 0.1 mm.
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5.5 B û sq u ed a  e id e n t if ic a c iô n  d e  m u ta n te s  co n  u n  p a tro n  de  
e x p r e s io n  de S K P 2 B  a ltera d o .
La expresion de SK P 2B  es u n  buen  m arcador p a ra  e s tu d ia r el proceso 
de form acion de RL en la  raiz, por lo que decidim os u tiliz a r p la n ta s  con 
fondo SKP2B:G \JS  p a ra  rea liza r u n a  m utagenesis con EMS 
(E tilm etanosulfonato). Hem os llevado a cabo u n  ras treo  de m u ta n te s  que 
p re se n ta ra n  u n  p a tro n  de expresion a lterado  en los prim ordios de RL y/o el 
m eristem o rad icu la r. Hem os identificado varios m u ta n tes  que hem os 
denom inado sbrel (skp2b root expression less) (Fig. 33).
P2B::G US sbæi 7 sbrel12 sbrel23 sbrel37 sbrel47 sbrel50 sbrel52 sbrel53 sbæl55 sbreloo sbrel62
.
F ig u ra  33. Representacion de m utantes sbrel (skp2b root expression less) seleccionados tra s  2 
retrocruces con la linea SKP2B:G\JS. Tincion histoquimica para GUS de m utantes sbrel sobre fondo 
SX2B:GUS
Hem os clonado 2 de los m u ta n tes  obtenidos. El m u ta n te  sbrel?  
p ré sen ta  u n a  m utacion  en el gen C R E l, que codifica p a ra  el recep to r de 
citoquin inas. E n  el caso de este m u tan te  no se continué el traba jo  porque ya 
h ab la  datos suficientes en  la bibliografla sobre la  funcion de C R E l  en el 
desarrollo  de ra iz  (De Léon et al., 2004; H iguchi et a / . ,2004; F ranco-Z orrilla  
et al., 2005; R iefler et a /. ,2006; E ckard t et al., 2006). El anâlis is  del m u ta n te
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sbrel 12 revelo u n  fenotipo m uy sim ilar al m u tan te  del gen A X R l.  Al rea liza r 
u n  te s t de alelism o com probam os que sb re ll2  e ra  un  alelo del gen A XR1\ por 
lo que no continuam os con la  caracterizacion de sbrel 12 ya que ex istian  
datos previos sobre su funcion en el desarrollo  de raiz  (Hobbie et al., 1995) y 
de la  funcion bioquim ica de estas p ro te inas (Del Pozo et al., 2002).
A dem âs hem os iniciado el clonaje de otros 2 m u ta n tes  sbrel52  y 
sbrelSO. La m utacion de sbrel52  es recesiva, afecta d râs ticam en te  a la 
expresion de SK P 2B  y provoca u n a  dism inucion m uy significativa del 
num éro  de raices la té ra les . En caso de la  m utacion sbrelSO tam bién  hem os 
comprobado que es u n a  m utacion  recesiva. E sta  m utacion reduce la  longitud  
de la  raiz  principal y produce u n  aum ento  del num éro  de raices la té ra le s  
(Fig. 34). A dem âs en este  m u tan te  se observa u n a  p a ra d a  a p a r tir  del cuarto  
dia  en el crecim iento de la  raiz  principal, un  aum ento  del num éro  de raices 
la té ra les  y u n  aum ento  del num éro de pelos rad icu la res con respecto al 
silvestre  (Fig. 34).
wt sb rsl 52
sb re l 52  sb rel 50Wt sb re l 52 sb re l 50
F ig u ra  34. Los mutantes sbrelôO y  sbrel52 tienen afectado el desarrollo radicular. A) P lantas 
silvestres y p lan tas m utantes sbrel52 y sbrelSO crecidos en medio MS durante 10 dias. La flécha indica 
una foto en detalle del m utante sbrelSO. B) P lan tas silvestres, sbrel52 y sbrelSO crecidas durante 14 
dias en medio MS. C) P lantas silvestres, sbrelS2 y sbrelSO crecidas durante 18 dias en medio MS. D) 
P lan tas silvestres, sbrelS2 y sbrelSO crecidas durante 22 dias en medio MS.
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5.5.1 M utante sbrel52
5.5.1.1 Caracterizacion fenotlpica del m utan te  sbrel52
Hemos realizado u na  caracterizacion fenotlpica del m u tan te  sbrel52  
en la  formacion de RL. Como se m u estra  en la  figura 35A el m u tan te  sbrel52  
p résen ta  una  dism inucion significativa del num éro de raices la téra les. Se ha 
medido la  longitud de la raiz  a varios dias de crecim iento (Fig. 35B) en 
com paracion con el control SKP2B:G US  y hem os observado que la  ralz  del 
m u tan te  sbrel52  es ligeram ente m as pequeha que la  del control. A dem âs se 
contaron el num éro de prim ordios en p lan tas  de 7 dias (Fig. 36A) y hemos 
observado una  reduccion de m as de la  m itad  del num éro  de prim ordios en 
com paracion con p lan tas  silvestres. Adem âs, como podemos observar en la 
figura 36B de en tre  los prim ordios que se desarro llan  en m u tan te  sbrel52 
bay u n a  acum ulacion de prim ordios en estadio IV.
A
SK 2S: G u s sbrel 52
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F ig u ra  35. El mutante sbrel52 tiene el desarrollo radicular afectado. A) P lantas silvestres y 
plantas m utantes sbrel52 crecidas durante 10 dias en medio MS. B) Medidas cada 24H de la 
longitud de raiz principal durante 10 dias de p lantas silvestres y sbrel52 crecidas en MS.
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T am bién  bem os analizado en deta lle  la  morfologîa de estos primordi*s 
y bem os encontrado que p re sen ta n  un  pa tron  de division celu lar a lte rad o  m 
com paracion con prim ordios de p lan ta s  silvestres. Como se observa en  a 
figura  37, la  m utacion en sbrel52  afecta a los pianos de division de bs 
células del prim ordio, form ândose células de m enor tam ano.
B 25
i 10
SKP2B::GUS sbml52
■  S K 2B 2aG U S
■  sb re l5 2
IJ ài àjL _ t .
StI stil still StIV  s tv  StVI StVIl StVIII
F ig u ra  36. El m utante sbrel52 présenta una acumulacion de primordios en estadio IV. A) Medidas 
del numéro de primordios de p lantas de 7 dias sbrel52 y control SKP2B:G\JS. B) Medidas de] 
num éro de primordios por estadio de desarrollo en p lantas de 7 dias sbrel52 y control SKP2B:GIJB.
é s b re l5 2 -s i\  sbre/52-stII sb re f52 'S \\\\ s
sbrel52-siN sbre/52-stlV Col-stIV
F ig u ra  37. Los primordios de sbrel52 tienen un patron de division celular alterado. A) 
Representacion esquem âtica del proceso de division celular de un primordio. B) Fotografias de 
primordios de sbrel52 a distintos estadios de desarrollo. Las foto s fueron tomadas con microscopic 
Normarski.
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P ara  an a lizar si hab ia  a lguna a lteracion  en la  iden tidad  de algunas 
capas celulares en la raiz  o en la resp u es ta  a aux ina  realizam os cruces del 
m u tan te  shrel52  con m arcadores de fluorescencia de raiz  como DR5:GFP 
(Fig. 38A) y SCR:GFP (Fig. 38B) (H eidstra  et al., 2004). Se observa un  
pa tron  de expresion sim ilar en los dos m arcadores en el m u tan te  sbrel52  con 
respecto al silvestre  aunque la in tensidad  de expresion es m enor en el 
m u tan te .
F ig u ra  38. La expresion de diferentes marcadores GFP de la raîz no esta alterada en el mutante 
sbrel52. Fotos de microscopia confocal de plantas tenidas con ioduro de propidio. A) P lantas 
DR5:GFP y sbrel52/BR5:GFF. B) Plantas SCR:GFP y s6re/52/SCR:GFP.
5.5.1.2 Mapeo del m utante  sbrel52
P ara  el m apeo de la m utacion en el m u tan te  sbrel52  cruzam os el 
m u tan te  en fondo Columbia  con p lan ta s  del ecotipo Landsbreg erecta. 
U tilizando d istin tos m arcadores m oleculares polimorficos en tre  los dos 
ecotipos se délim ité que la m utacion estab a  en el cromosoma 5 com prendida 
en tre  los m arcadores MUA2 y cer456317 . E ste  in tervalo  contiene 154
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genes, analizando estos genes encontram os el gen X B A T 32  que codifica p a ra  
u n a  E3 ligasa  de ub iqu itina  de tipo RING y p a ra  la que se b ab ia  descri to 
por Nodzon et ah, (2004) su implicacion en la  regulacion de la  form acion de 
raices la téra les. Debido a que el fenotipo del m u tan te  xbat32  descrito en este 
trabajo  es sim ilar al del m u tan te  sbrel52  decidimos rea lizar u n  te s t de 
alelism o en tre  estos dos m u tan tes. Como se m u estra  en la  figura  39, la  
m utacion de sbrel52  y xbat32  son m utaciones alelicas. No obstan te  bem os 
observado que la  m utacion sbrel52  p résen ta  u n  fenotipo m as severo que el 
m u tan te  descrito xbat32  (Fig. 39).
sbrel52xbat32  FI
T ?
F ig u ra  39. Prueba de alelismo de los mutantes sbrel52 y xbat32. Tincion para GUS de plantas 
SKP2B:GUS, sbrel52 y la F I del cruce entre sbrel52 y xbat32.
P a ra  d e te rm inar la  m utacion responsable del fenotipo en el m u tan te  
sbrel52  se secuencio la region genomica com pléta incluyendo el prom otor del 
gen X B A T 32  en el m u tan te  sbrel52  y no bemos podido iden tificar n inguna  
m utacion p u n tu a l producida por EMS en esta  region genomica.
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5 .5 .1 .3  A c t iv id a d  u b iq u it in a  l ig a sa  de  X B A T 3 2
En el trabajo  de Nodzon et al., (2004), com probaron la activ idad 
u b iqu itina  ligasa de XBAT32. Nosotros tam bién  bem os generado u n a  
p ro te ina  recom binante MBP-XBAT32 (M altosa B inding Protein) que 
m u estra  actividad ub iqu itina  ligasa. Posteriorm ente, P ra sa t et al., (2010) 
m ostraron  la  actividad E3 ligasa  de XBAT32 sobre enzim as im plicadas en la 
b iosin tesis de etileno. En nuestro  traba jo  nos propusim os identificar d ianas 
adicionales de XBAT32. En la  figura 40 m ostram os la  actividad ub iqu itina  
ligasa  de la p ro teina recom binante MBP-XBAT32 en concentraciones 
crecientes. Como control positivo utilizam os o tra  p ro teina  E3 ligasa de tipo 
RING.
XBAT32
ESTREPTAVIDIN- MRP
Figura 40. La enzima XBT32 tiene actividad ubiquitina ligasa in vitro. Ensayo de ubiquitinaciôn in 
vitro de la proteina de fusion MBP-XBT32, con la enzima E2, U B C ll de Arabidopsis  y la enzima E l 
de humanos. Se pusieron concentraciones crecientes de MBP-XBAT32. Se utilizo como control 
negativo la proteina MBP y como control positivo otra enzima E3 de tipo RING para la que se habia 
comprobado su actividad ubiquitina ligasa previamente.
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5.5.1.4 Identificaciôn de proteinas diana de XBAT32
Una vez que comprobamos la actividad ubiquitina ligasa de la enzima 
XBAT32 nos planteamos la identificaciôn de posibles proteinas diana 
utilizando la técnica de doble bibrido de levaduras. Para ello, se clonô la 
proteina XBAT32 en el vector de levaduras pDEST32 y se cotransformô en 
la cepa HF7C con una libreria de ADNcs de plântulas de Arabidopsis de 5 
dias. La transformaciôn se seleccionô para la auxotrofia de Histidina. De 
una primera bûsqueda en casi 2 millones de transform antes obtuvimos un 
total de 13 clones. Hicimos una segunda selecciôn creciendo estos clones en 
medio con concentraciones crecientes del inbibidor 3AT (Fig. 41 A) y 
seleccionamos los clones para los genes: LSU 3  (At3g49570), una proteina 
con funcion desconocida (AT5G32440) y que bemos denominado como SB R l 
(SBREL TARGETl) y uno de los receptores de etileno E R S l  (AT2G40940). 
En el trabajo de Prasad et al., (2010), describieron que la enzima E3 ligasa 
XBAT32 estaba implicada en la degradaciôn de enzimas que forman parte 
de la ru ta  de biosintesis del etileno como ACS4 y ACS7 y demostraron por 
experimentos in vitro que estas proteinas se ubiquitinaban por XBAT32.
Para verificar que la enzima XBAT32 ubiquitina a LSU3, SBRl y 
ERSl llevamos a cabo ensayos de ubiquitinaciôn in vitro; como control 
positivo realizamos el experimento con la proteina ACS4. Para ello, 
generamos proteinas de fusiôn a GST y junto con la proteina MBP-XBAT32 
se llevaron a cabo las reacciones de ubiquitinaciôn in vitro. Se utilizaron los 
extractos crudos de bacteria que expresan las proteinas diana. Estos 
extractos se incubaron en una reacciôn de ubiquitinaciôn durante 30 
minutes con MBP-XBAT32. Posteriormente la reacciôn de ubiquitinaciôn se 
incubô con bolas de GST para purificar las proteinas diana y separar la E3 
ligasa XBAT32, reduciendo asi el fondo generado por la autoubiquitinaciôn 
de la E3 y la E2 utilizadas. En la reacciôn se utilizô ubiquitina biotinilada 
por lo que el western blot se revelô frente a estreptavidina-HRP (Fig. 41B).
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Como se m u estra  en la figura 4 IB, XBAT32 ub iqu itina  in vitro las p ro teinas 
LSU3 y SB R l en niveles superiores a ACS4, m ien tras que no pudim os 
d e tec ta r ubiquitinaciôn  del receptor de etileno E R Sl.
3AT
(mM)
10
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20
LSU3 SBRl ERSl
n
B LSU SB R l ERS1 ACS4
a ü
Estreptavidin-HRP
Figura 41. La proteina XBAT32 ubiquitina in vitro a las proteinas L SU 3 y S B R l. A) Crecimiento 
de los clones positives LSU3, SBRl y ERSl en medio sin histidina y con concentraciones crecientes 
del inhibidor 3AT. B) Ensayo de ubiquitinaciôn in vitro de las proteinas de fusiôn GST-LSU, GST- 
SBRl, GST-ERSl y GST-ACS4 mediado por la E3 ligasa XBAT32.
La p ro teina  SB R l tiene un  dominio GUE y se b a  descrito que estos 
dom inios tienen  funcion cojugadora de ub iqu itina  (Kang et al., 2003; Sbib et 
al., 2003). Por ello, decidimos investigar si la  p ro teina SB R l funciona dentro 
de la  ru ta  de la  ubiquitina. Realizam os un  ensayo de ubiquitinaciôn  in vitro 
p a ra  com probar si podia a c tu a r como enzim a E2 o si tén ia  activ idad E3 
ub iqu itina  ligasa. Expresam os en b acteria  la  p ro teina GST-SBRl y 
realizam os la reacciôn de ubiquitinaciôn  in  vitro con el extracto  crudo de 
bacteria . D espués de cada reacciôn purificam os la  p ro teina  G ST-SBRl con 
bolas de GST. Como control se rea lizaron  u n a  reacciôn de ubiquitinaciôn  in  
vitro p a ra  XBAT32 con la p ro te ina  MBP-XBAT32 purificada (Fig. 42A carril 
1) y u n  ensayo de ubiquitinaciôn  in vitro de G ST-SBRl m ediado por MBP- 
XBAT32 (Fig. 42A carril2). Como se m u estra  en la figura 42A en el tercer 
carril, SB R l no tiene  activ idad ub iqu itina  ligasa. Sin embargo, cuando 
sustitu im os la enzim a E2 por SB R l en la  reacciôn de ubiquitinaciôn  para  
XBAT32 (Fig. 42 carril 4), y posterio rm ente  purificam os la p ro te ina  MBP-
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XBAT32 con bolas de am ilosa si que detectam os ubiquitinaciôn  in vitro de 
XBAT32. Puesto  que la  enzim a E l  que bablam os utilizado p a ra  las 
reacciones de ubiquitinaciôn  era  una  enzim a comercial que se bab ia  
purificado de células anim ales, p a ra  descarta r cualqu ier contam inaciôn con 
alguna E2 expresam os en bacteria  la  enzim a E l  y utilizam os el extracto 
crudo p ara  la  reacciôn de ubiquitinaciôn  in vitro  de XBAT32. Como se 
m u estra  en la figura 42B solo detectam os ub iquitinaciôn  in vitro de XBAT32 
en las reacciones que contenian  la E I b  (E l expresada en bacteria), E2 y 
XBAT32 o reacciones con la  enzim a E lc  (E l comercial) y XBAT32 lo que 
indicaba que la  enzim a E l  comercial tén ia  u n a  contam inaciôn con alguna 
E2. Tam bién probam os si SB R l era  capaz de u n ir  u b iqu itina  por si sola y no 
detectam os uniôn a ub iqu itina  (Datos no m ostrados). Podemos concluir que 
la pro teina SB R l no es capaz de u n ir  ub iqu itina  por si sola que no tiene ni 
activ idad E2 conjugadora de ub iqu itina  ni tam poco activ idad E3.
GST-SBRl
MBP-XBAT32
E2
El
MBP-XBAT32
Estreptavidin-HRP Estreptavidin-HRP
F ig u ra  42. S B R l no participa en la ruta de la ubiquitina. A) 1. Control ubiquitinaciôn in vitro de 
XBAT32. 2. Control ubiquitinaciôn de SBRl mediado por XBAT32. 3. Ensayo de ubiquitinaciôn in 
vitro de SBRl. 4. Ubiquitinaciôn in vitro de XBAT32 utilizando SBRl como una posible E2. B) 1. 
Control ubiquitinaciôn in vitro de XBAT32 con Elc (E l comercial). 2. Ubiquitinaciôn in vitro 
XBAT32 solo con E I b (E l expresada en bacteria). 3. Control ubiquitinaciôn MBP con E I b . 4. 
Ubiquitinaciôn in vitro XBAT32 con lOpl del extracto crudo de E I b . 5. Ubiquitinaciôn in vitro 
XBAT32 con 20pl del extracto crudo de E I b . 6. Ubiquitinaciôn in vitro XBAT32 con lOpl del extracto 
crudo de E I b y sin E2. 7. Ubiquitinaciôn in vitro XBAT32 con 2 0 p l  del extracto crudo de E I b y sin 
E2.
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5.5 .2  M u ta n te  sbrelSO
5.5.2.1 C arac terizac ion  fen o tlp ica  del m u ta n te  sbrelSO
Hemos realizado u n a  caracterizacion fenotlpica del m u tan te  sbrelSO 
en el desarrollo de ra iz  com parando el m u tan te  sbrelSO con el control 
C uando m edim os el crecim iento de la ralz  del m u tan te  a 
d istin tos dias encontram os que hay  u n a  p arad a  en el crecim iento de la ralz  
principal al cuarto  dla de crecim iento. Por otro lado, hem os observado que la 
p a rte  aérea  en el m u tan te  tiene u n  fenotipo m uy sim ilar al control (Fig. 43).
SKP2B::GUS sbrel 50
7 0  -1
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F ig u ra  43. El mutante sbrelSO tiene el desarrollo radicular afectado. A) P lantas control y sbrelSO 
crecidas durante 10 dias en medio MS. B) Medidas de longitud de raiz principal cada 24H durante 
10 dias de plantas control y sbrelSO crecidas en MS.
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Adem âs, hem os contado el num éro  de prim ordios por mm de ralz  en 
p lan tas  de 6 dias con u n  tam ano  de ralz  de 30mm p ara  el control 
SKP2B:G US  y de aproxim adam ente  8 mm p ara  el m u tan te  sbrelSO (Fig. 
44A y 44B). Hemos encontrado que el m u tan te  sbrelSO desarro lla  un  tercio 
m as de raices la té ra les  por mm que las p lan tas  control (Fig. 44B).
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F ig u ra  44. El m utante sbrelSO desarrolla un mayor numéro de PRL. A) Medidas de la longitud de la 
raiz principal de plantas control SKP2B:Q(\5S y plantas m utantes sbrelSO de 6 dias. B) Medidas del 
numéro de PRL/mm de plantas control SülP2B:GUS y plantas m utantes sbrelSO de 6 dias.
Cuando tehim os p a ra  activ idad GUS p lan tas  de 6 d ias de sbrelSO (Fig. 
45B) podemos observar que la  expresion es sim ilar a p lan ta s  SKP2B\G \JS  
(Fig. 45A), aunque en el m u tan te  sbrelSO encontram os un  m ayor num éro de 
RL em ergidas. A dem âs se puede v isualizar, por la  expresion GUS, que en 
sbrelSO se form an RL te rc ia ria s  d irec tam ente  de la  base de las RL que se 
orig inan  de la ralz  p rim aria  (Fig. 45B). Tam bién, podemos observar la 
existencia de u n a  aceleracion en el desarrollo  de RL aunque con el paso del 
tiem po quedan  a rre s tad a s  en el crecim iento al igual que ocurre con la  ralz  
principal.
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SKP2B::GUS
sbre/50/SKP2B::GUS
B
F ig u ra  45. El mutante sbrel50 desarrolla un mayor numéro de RL. A) Tincion para GUS de plantas 
SKP2B.G\JS de 6 dias. B) Tincion para GUS de plantas shrelbO/SKP2B:G\JS de 6 dias. Las fléchas 
indican la zona basal de las raices latérales donde se estân  desarrollando PRL.
A1 crecer este  m u ta n te  en p laças en vertical, y poner dos a ltu ra s  de 
p lan ta s  apreciam os que las raices de las  p la n ta s  en  la  p a rte  inferior crecian 
significativa y reproducib lem ente  m as que las  de la  p a rte  superior. Esto se 
podria  explicar porque en la  p a rte  inferior se recibe u n a  m enor can tidad  de 
luz. Por ello, p a ra  com probar si h ab ia  a lgùn  efecto en el m u ta n te  shrelSO al 
crecerlo en d is tin ta s  condiciones de luz (visible, azul, verde, am arilla , y roja) 
(Fig. 46A) y en oscuridad, se crecieron p la n ta s  shrelSO  y control d u ran te  7 
dias en e s tas  condiciones. S orp renden tem en te , encontram os que hay  u n a  
recuperacion  to ta l del fenotipo del m u ta n te  conform e nos acercam os en el 
espectro a luz roja (Fig. 46C,46D,46E y 46F) o cuando se crecen en  oscuridad  
(Fig. 46G).
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F ig u ra  46. El mutante sbrelSO récupéra el fenotipo en distintas condiciones de luz y  oscuridad. 
Crecimiento de p lantas m utantes sbrelSO y p lantas control en MS y en distin tas condiciones de luz y 
oscuridad. A) Esquema de las longitudes de onda dentro del espectro de luz visible. B) P lantas 
control y sbrelSO crecidas durante 7 dias en medio MS. C) P lantas control y sbrelSO crecidas 
durante 7 dias en medio MS y luz azul. D) P lantas control y sbrelSO crecidas durante 7 dias en 
medio MS y luz verde. E) P lantas control y sbrelSO crecidas durante 7 dias en medio MS y luz 
am arilla. F) P lantas control y sbrelSO crecidas durante 7 dias en medio MS y luz roja. G) P lantas 
control y sbrelSO crecidas durante 7 dias en medio MS y oscuridad.
T am bién cuantificam os la longitud de la  raiz  p rincipal de p lan tas  
control SK P2B:G \]S  y p lan tas  m u tan tes  shrelSO en las d is tin ta s  condiciones 
de luz y oscuridad. P a ra  ello, crecimos p lan tas  d u ran te  6 dias en medio MS 
en luz visible, azul, verde, am arilla , roja y en oscuridad. Como podemos 
observar en la  figura 47A el m u tan te  sbrelSO récupéra  el crecim iento en la 
ra iz  principal con respecto al crecim iento en luz n a tu ra l en las d is tin ta s  
condiciones de luz y en oscuridad. Adem âs, en el caso del crecim iento 
sbrelSO en  condiciones de luz verde y roja el tam ano  de la  raiz  p rincipal es 
significativam ente m ayor que el crecim iento de p lan tas  control (Fig. 47A). Si 
rep resen tam os el crecim iento de sbrelSO con respecto al crecim iento de las 
p lan ta s  control (Fig. 47B) observam os u n a  recuperacion del 120% en el caso 
del crecim iento en luz verde y de casi el 110% en el crecim iento en luz roja.
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F ig u ra  47. El mutante sbrelSO desarrolla raices mas largas que el control en ciertas 
condiciones de luz. A) Medidas de la longitud de la raiz principal de plantas SKP2B:G(\5S y 
p lantas m utantes sbrelSO crecidas en luz visible, amarilla, azul, verde, roja y en oscuridad 
durante 6 dias. B) Medidas del % de crecimiento de la ralz del m utante sbrelSO con respecto al 
control.
5.5.2.2 Expresion de marcadores de ra îz en el m u tan te  sbrel 50
P a ra  ana lizar si en el m u tan te  sbrel50  h ab ia  a lguna alteracion  en la 
iden tidad  celu lar en a lgunas capas de la  raiz  realizam os cruces del m u tan te  
con d istin tos m arcadores celu lares en el m eristem o principal de la raiz. 
A nalizam os p lan tas  de 5 dias crecidas en MS y observam os que la  expresion 
de m arcadores especificos de centre  quiescente como QC46 (Fig. 48A), SCR 
(Fig. 48D), W 0X5 (Fig. 48E) (S abatin i et al., 2003 ; H aecker et al., 2004; 
H eidstra  et al., 2004) m u estran  que la iden tidad  celu lar del centre  
quiescente se m antiene  en el m u tan te  sbrel50, sin  em bargo se aprecian  
a lteraciones en las divisiones celu lares de las células de la  colum nela. En el
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caso del m arcador de células del cortex Co2H2B:YFP (Fig. 48B) (Ten Hove et 
al., 2010) no encontram os n inguna alteracion  en su  expresion en el fondo 
m u tan te  shrelSO. En el caso del m arcador de re sp u es ta  a au x in a  DR5:GFP 
(Fig. 48C) no encontram os n inguna  alteracion  en su  expresion aunque  la 
in ten sid ad  en la  expresion es m ayor.
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F ig u ra  48. La expresion de algunos marcadores de raîz esta afectada en el m utante sbrelSO. Fotos de 
microscopia confocal de plantas tenidas con ioduro de propidio. A) P lan tas QC46:GFP y 
s6re/52/QC46:GFP. B) P lantas Co2:YFP y Co2:YFP/s6re/50 se hicieron fotos con filtro para GFP. C) 
P lan tas DR5:GFP y DR5;GFP/s6re/50. D) P lantas SCR;GFP y sbrelSO/SCR.GFF. E) P lantas 
W0X5:GFP y s6re/50/WOX5:GFP.
5.5.2.3 Mapeo del m utante  shrelSO
P a ra  el m apeo de la  m utacion en el m u tan te  shrelSO cruzam os el 
m u tan te  en  fondo Colum bia con p lan ta s  del ecotipo Landshreg  erecta. 
U tilizando d istin tos m arcadores m oleculares polimorficos e n tre  los dos 
ecotipos se délim ité que la  m utacion estaba  en el crom osom a 2 com prendida 
en tre  los m arcadores C E R 460723 y C E R 451608. E n la region delim itada
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por estos dos marcadores encontramos un total de 40 genes. Hasta la fecha 
hemos secuenciado la region genomica de 10 posibles candidates (Anexo 1 
Tabla 4) que pudieran explicar el fenotipo observado, y no hemos side 
capaces de encontrar una mutacion puntual. La siguiente estrategia para la 
identificaciôn de la mutacion responsable del fenotipo del m utante shrelSO 
sera una secuenciacion del genoma complete del m utante y la bûsqueda de 
posibles polimorfismos en el intervalo que hemos delimitado por mapeo 
cartogrâfico.
- .aI
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DISCUSION

6. DISCUSION
La formacion de RL es un proceso clave para el desarrollo de la 
arquitectura radicular. El grado de ramificacion de las raices tiene un 
impacto directe en la efîciencia de absorcion de agua, adquisicion de 
nutrientes y el anclaje de las plantas al suelo. La comprension de la 
regulacion del desarrollo de raices latérales es por tanto de gran 
importancia agronomica. Nuestra comprension del desarrollo de RL ha 
avanzado mucho en los ultimes 5 anos. La mayoria de estudios de las bases 
moleculares y celulares de la formacion de RL se han estudiado en la planta 
modelo Arabidopsis thaliana. En este tiempo se ha realizado un gran 
progreso en la identificaciôn de genes que regulan tanto la iniciaciôn de las 
RL, la distribuciôn a lo largo de la raiz principal como el proceso de 
emergencia del primordio.
En este trabajo hemos identificado un nuevo marcador del desarrollo 
de RL, el gen SKP2B, que se expresa en las células fundadoras y en todos los 
estadios de formaciôn del primordio. Ademâs, hemos caracterizado el 
m utante skp2b y hemos observado que tiene afectado el desarrollo del 
sistema radicular. Por otro lado, la identificaciôn del marcador SKP2B  nos 
ha permitido la identificaciôn de gran numéro de genes potencialmente 
implicados en el desarrollo de RL. También hemos podido avanzar en la 
comprensiôn del control de la regulaciôn epigenética del desarrollo 
radicular.
SKP2B y ciclo celular
En la raiz de Arabidopsis tienen lugar très tipos principales de 
crecimiento. Por un lado, el crecimiento longitudinal que dériva del 
crecimiento de las células que se producen por divisiôn celular del 
meristemo radicular primario, por otro lado un crecimiento radial de la 
actividad del cambium que permite un engrosamiento de la raiz m adura y
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finalmente, la ramifîcacion de la raiz que es el resultado de la division de las 
células del periciclo prôximas al xilema para dar lugar a las RL. Las RL se 
m arcan en las células del periciclo dentro de la region del meristemo 
principal donde las divisiones celulares se estân desacelerando y esta 
aumentando el tamano celular, esta zona se ha denominado “meristemo 
basai”. Ademâs el marcaje de estas células responde a fluctuaciones de 
auxina y expresion génica en este meristemo basai (De Smet et al., 2007; 
Nieuwland et al., 2009; De Rybel et al., 2010; Moreno-Risueno et al., 2010). 
Posteriormente, se requiere una segunda senal dependiente de auxina para 
activar el desarrollo de las células marcadas en el meristemo basai (Péret et 
al., 2009). Ademâs, se puede inducir la formaciôn de RL por la creacion de 
un mâximo de auxina en raices dobladas de forma mecânica o por senales 
dependientes de la gravedad (Ditengou et al., 2008; Laskowski et al., 2008; 
Ricbter et al., 2009).
Estos datos implican que tejidos especificos fuera de la zona de 
division del meristemo principal m antengan la capacidad de responder a 
senales mitogénicas que inducen la division celular. En el caso de la 
formaciôn de las RL la senal mas importante es la auxina (Fukaki et al., 
2002; De Smet et al., 2007; Okusbima et al., 2007; Laskowski et al., 2008), 
que en ultim a instancia incide en el control de la division celular. A pesar de 
que se ban realizado estudios transcriptômicos de raices de Arabidopsis 
utilizando un sistema de sincronizaciôn de la formaciôn de RL (Himanen et 
al., 2002, 2004) los mécanismes moleculares, desde el punto de vista del ciclo 
celular, que permiten a las células del periciclo responder a la senalizaciôn 
mediada por auxina, potenciar el marcaje de las células fundadoras y las 
consiguientes divisiones celulares son parcialmente desconocidos. En 
Arabidopsis se ban descrito junto dos proteinas con alta bomologla a skp2 de 
bumanos SKP2A y SKP2B (Del Pozo et al., 2002). La proteina SKP2A tiene 
una bomologla del 83% con la proteina SKP2B. Se ba descrito la implicaciôn 
de SKP2A, pero no SKP2B, en la degradaciôn de los factores 
transcripcionales E2F/DPB que estân implicados en el control de la divisiôn
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celular (del Pozo et a l,  2002; del Pozo et al., 2006). También se ba implicado 
a SKP2A como un regulador positive del ciclo celular ya que plantas que 
sobreexpresan este gen tienen mayor tamano, desarrollan mayor numéro de 
primordios de RL y tienen aum entada la expresion del marcador de auxina 
DR5:G\JS y del marcador de division celular CYCB1;1:G\JS (Jurado et al.,
2008). Estos resultados permiten situar al gen SKP2A como un regulador 
positive del ciclo celular y establecer una conexiôn entre un regulador de 
ciclo celular y la respuesta a auxina. Nuestros resultados indican que 
SKP2B parece tener un papel opuesto en la regulaciôn del ciclo celular, ya 
que plantas m utantes skp2a tienen reducida la expresion del marcador 
CYCB1;1:GIJ8 (Jurado et al., 2010) a diferencia de le que ocurre en el 
m utante skp2b donde bemos encontrado un aumento en la expresion de este 
marcador. Asimismo, mutaciones en SKP2B  favorecen la division de las CF 
en el periciclo. En conjunto, estos datos indican que SKP2B es un regulador 
negativo de la division celular.
También, bemos encontrado un comportamiento opuesto entre SKP2A 
y SKP2B en la regulaciôn de la respuesta a auxina. En plantas silvestres 
que expresan el marcador DR5:GUS se pueden encontrar primordios sin 
expresiôn GUS lo que indica que quedan bloqueados en su desarrollo 
(Benkova et al., 2003; De Smet et al., 2003; Zolla et al., 2010). Nuestros 
resultados del anàlisis del m utante skp2b ban mostrado que esta mutaciôn 
favorece que casi todos los PRL expresen DR5:GUS. Este resultado sugiere 
que en el m utante skp2b se previene la parada en el desarrollo de algunos 
de los primordios que tiene lugar en plantas silvestres. H asta la fecba, se ba 
demostrado que el promoter DR5 es el marcador mas temprano de las 
células fundadoras del periciclo y que la activaciôn de este promoter se 
correlaciona absolutamente con el desarrollo del primordio (Dubrovsky et 
al., 2008). Ademâs, estos autores proporcionaron evidencias que sugieren 
que la actividad del promoter DR5 no refleja una elevada sensibilidad a la 
senalizaciôn mediada por auxina, pero si al incremento de los niveles de 
auxina en las células. En el future, séria interesante comprobar la expresiôn
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del marcador DR5:G\JS en un fonde doble m utante para skp2b y para el 
transportador de auxina auxl (Bennett et al., 1996). El gen A U X l codifïca 
para una proteina de membrana similar a una permeasa, que funciona como 
un transportador de influjo de auxina y se ba  descrito su implicaciôn 
durante el desarrollo del primordio facilitando su crecimiento mediante el 
transporte de auxina desde la parte aérea (Marchant et al., 2002). Con este 
resultado se podria resolver la pregunta de si el aumento de expresiôn del 
marcador DR5 en primordios de skp2b se debe a que como se esta 
promoviendo la divisiôn celular, esto conlleve un incremento en la respuesta 
a auxina, o a que bay un aumento en los niveles de auxina en los PRL. Por 
otro lado, puesto que se ban descrito compuestos quimicos que actùan 
bloqueando especlfîcamente al receptor de auxina TIRl y que actùan por 
tanto como inbibidores de la senalizaciôn de auxina (Hayasbi et al., 2008), 
séria interesante crecer plantas sfep26/DR5:GUS en medio con un inbibidor 
de la uniôn a auxina al receptor TIRl y comprobar la expresiôn del 
marcador DR5 en el fondo m utante skp2b.
También parecen tener un papel opuesto SKP2A  y SKP2B  en la 
capacidad de unir auxina, ya que sôlo SKP2A  une esta bormona (Jurado et 
al., 2010). Comparando las secuencias de las dos proteinas y los posibles 
residuos implicados en la uniôn a auxina sôlo la leucina en posiciôn 128 
difiere entre SKP2A y SKP2B. Al realizar una mutagénesis puntual en 
SKP2A de la Leucina en posiciôn 128 por una Serina (Residuo que aparece 
en SKP2B en la misma posiciôn) la capacidad de uniôn a auxina de SKP2A 
se ve mermada en un 60% (Jurado et al., 2010). Sin embargo, cuando 
cambiamos en la proteina SKP2B la serina 128 por una leucina aum enta la 
capacidad de uniôn a auxina de SKP2B. No obstante, no se podria descartar 
que in vivo SKP2B sea capaz de unir auxina y que se necesite una 
modifîcaciôn posttraduccional del residuo de serina 128, que favoreciera la 
uniôn a la bormona.
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Por otro lado, se ha descrito que en la activaciôn de las células del 
periciclo parecen estar implicados cambios en los niveles de una proteina 
inhibidora de ciclo celular KRP2 (Himanen et al., 2002). El gen KRP2 se 
expresa en las células del periciclo y se régula negativamente en condiciones 
inductoras de la formaciôn de RL. Basândose en estos resultados, se propuso 
que KRP2 contrôla la transiciôn de G l a S del ciclo celular durante la 
activaciôn de las células del periciclo. En el trabajo de Ren y col., (2008) se 
demostrô que la sobreexpresiôn de KRPl inhibe la divisiôn de las células del 
periciclo mediada por auxina resultando en una reducciôn significativa del 
numéro de RL. Estos resultaron sugerian una posible implicaciôn de KRPl 
en la regulaciôn de la activaciôn de las células del periciclo. Por otro lado, 
vieron que la regulaciôn de KRPl parecia llevarse a cabo a nivel de proteina 
en una regulaciôn mediada por la ru ta  de la ubiquitina. Basândose en los 
resultados publicados para Skp2  de bumanos (Carrano et al., 1999; Kamura 
et al., 2004b; Sutterluty et al., 1999) demostraron que SKP2B  junto con otra 
enzima E3 de tipo RING, RKP  estaban implicadas en la degradaciôn 
especlfîca de KRPl (Ren et al., 2008). Esto parece contradecir nuestros 
resultados que sitùan a SKP2B  como un inbibidor del ciclo celular ya que 
K RPl es un inbibidor de la divisiôn celular. Sin embargo, no podemos 
descartar la posibilidad de que en las células del periciclo, al menos, SKP2B  
promueva la degradaciôn de otras proteinas con funciôn positiva en la 
proliferaciôn de las células fundadoras. Ademâs, el anàlisis del fenotipo del 
doble m utante skp2brkp m uestra que bay un mayor numéro de primordios 
emergidos en comparaciôn con los m utantes simples skp2b y rkp. Este 
resultado podria explicarse si pensamos que en el doble m utante se esté 
favoreciendo el desarrollo de los primordios que se acumulan en estadio I y 
II en plantas skp2b, por lo que SKP2B  estarla regulando a proteinas 
implicadas positivamente en el marcaje y la iniciaciôn de las primeras 
divisiones del primordio y RKP  estarla controlando la estabilidad de 
proteinas implicadas positivamente en el desarrollo del primordio en 
estadios mâs avanzados (Estadios III-VII).
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En el trabajo de Jurado y col., (2008) se demostrô por prim era vez en 
plantas la actividad ubiquitina ligasa de un complejo SCF, el complejo 
SCFSKP2A Ë21 este trabajo bemos comprobado que SKP2B interacciona por 
doble bibrido con ASKl y ASK2 pero no bemos podido generar una linea 
sobreexpresora estable de SKP2B fusionada a un epitopo que babria 
permitido comprobar la actividad ubiquitina ligasa in vitro-in vivo del 
complejo SCF®™®.
SKP2B como un m arcador del desarrollo de raices la térales
Hasta abora, el marcador de respuesta a auxina DR5:GUS o 
DR5:GFP ba sido el marcador mâs utilizado asociado al inicio del desarrollo 
de RL y posterior desarrollo del primordio teniendo en cuenta el papel 
principal de la auxina en la regulaciôn del desarrollo de RL (Benkova et al., 
2003; Dubrovsky et al., 2008). Sin embargo, este marcador es un marcador 
sintético que consiste en repeticiones consecutivas de l lp b  que incluyen el 
motivo de respuesta a auxina TGTCTC (Ulmasov et al., 1997), no pudiendo 
representar este motivo el contexte o los elementos reguladores implicados 
tanto en la iniciaciôn y en la formaciôn de RL como elementos de regulaciôn 
hormonal o regiones reguladas mediante marcas epigenéticas. Se ba 
mostrado en algunos trabajos previos que la tinciôn GUS de la linea 
DJ?5:GUS no se da en todos los primordios de una misma planta sugiriendo 
que algunos quedan bloqueados en su desarrollo (Benkova et al., 2003; De 
Smet et al., 2003, Zolla et al., 2010). Como se describiô en el trabajo de Zolla 
y col., (2010) algunos de estos primordios que quedan arrestados se 
reactivan bajo condiciones de estrés. En nuestro trabajo bemos mostrado 
que la expresiôn de SKP2B  se da en todos los primordios y células 
fundadoras, asi como durante todos los estadios de formaciôn del primordio 
y a lo largo del desarrollo indicando que es un marcador excelente del 
numéro total de primordios en la raiz, es decir, del potencial de desarrollo 
del sistema radicular.
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En este trabajo bemos mostrado que el promoter de SKP2B conduce 
especlfîcamente la expresion GUS a las células fundadoras y los PRL. La 
expresion de un gen con efecto toxico (BARNASA) bajo el control del 
fragmente del promoter de SKP2B que dirige la expresion en los PIRL 
reduce signifîcativamente el numéro de RL emergidas, por lo que este 
sistema parece ser util para la expresion especlfîca de genes en las células 
fundadoras y en los PRL y para el diseno de distintos tipos de arquitecturas 
de raiz. Ademâs bemos expresado bajo el promoter 0.5KbSKP2B  dos 
variantes alélicas del gen IAA14, una variante que codifïca para una 
proteina m utante mIAAl4 que tiene un fuerte efecto de inbibicion de la 
formaciôn de RL ya que no es degradada via TIRl y la proteina silvestre 
IAA14 (Fukaki et al., 2002). Se describiô que la expresiôn ectôpica de la 
proteina m utante mIAAl4 bajo un sistema inducible con dexametasona y 
efectuando la inducciôn de la expresiôn de forma postembriônica, producia 
un desarrollo anormal de la formaciôn de RL (Fukaki et al., 2005). En este 
trabajo utilizaron para expresar la variante mIAAl4 el promoter del gen 
SHR, que es especifîco de la zona vascular de la raiz, el del promoter SCR  
que en desarrollo postembriônico se expresa, entre otros tejidos de la raiz, 
en un linaje celular especifîco durante el desarrollo del primordio y los 
promotores de los factores de transcripciôn directamente implicados en la 
respuesta a auxina en la formaciôn del primordio ARF7  y ARF19. Estos 
autores concluyeron que la expresiôn especifîca de tejido de la proteina 
mIAAl4 permitia la identifîcaciôn de las células im portantes para el 
desarrollo de RL. En nuestro trabajo bemos demostrado que la expresiôn 
tanto de la proteina m utante como de la silvestre reduce el numéro de RL 
aunque no bloquea totalmente la formaciôn de las mismas tal y como se ba 
publicado utilizando otros promotores (Fukaki et al., 2005). Hay que 
destacar que el que se comporten igual las lineas que expresan la proteina 
mIAAl4 y lineas que expresan la proteina silvestre IAA14, puede deberse a 
que aunque baya solapamiento de tejidos donde se esta expresando IAA14 
bajo su promotor y donde se expresa con el promoter de SKP2B debe baber 
diferencias a nivel de la transcripciôn que bagan que los niveles de
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transcripciôn sean mâs elevados bajo el promotor de 0.5Kb del gen SKP2B  
que los niveles controlados por el promotor de IAA14 y por tanto, que los 
niveles de proteina no sean regulados totalmente por TIR l a pesar de que se 
ba descrito que la expresiôn de T IR l se da en primordios en desarrollo 
(Gray et a i,  1999). Esto podria explicar que no bayamos encontrado una 
inbibiciôn total del desarrollo de primordios aunque si una reducciôn 
considerable. Basândonos en estos resultados podemos concluir que el 
promotor de 0.5Kb de SKP2B  puede tener un uso biotecnolôgico para 
modificar el sistema radicular de plantas.
Por otro lado, la posibilidad de dirigir la expresiôn génica de forma 
que sea especifîca de tejido es un factor lim itante en la biotecnologia. En 
mucbos casos, la expresiôn en tejidos no deseados conlleva efectos negativos. 
La identifîcaciôn de promotores especifîcos de raiz puede ser im portante 
para la mejora y el crecimiento de las plantas en condiciones de estrés como 
sequia o salinidad. Estos promotores de raiz permiten la expresiôn especifîca 
de genes que confîeren tanto tolerancia a estreses ambientales como la 
modifîcaciôn de la arquitectura de la raiz por lo que se podria increm entar la 
absorciôn de nutrientes y la mejora de la productividad. Utilizando 
aproximaciones genéticas se ban descrito varios motivos especifîcos de raiz. 
Recientemente, la busqueda de “Ds-element enbancer trap  lines” en 
Arabidopsis ba permitido la identifîcaciôn de un promotor especifîco de raiz 
(Atlg73160) (Vijaybbaskar et a i ,  2008). Podemos destacar que el promotor 
de este gen incluye al menos 1 copia del elemento que bemos descrito como 
especifîco de RL (Tabla 2) con un sôlo cambio de base. Hemos realizado una 
busqueda in silico de promotores que contienen el dominio especifîco de raiz 
de SKP2B  permitiendo un sôlo cambio en una base, y ésta busqueda nos ba 
permitido la identifîcaciôn de mâs de 500 genes (Datos no mostrados). 
También bemos utilizado un atlas virtual de expresiôn (Winter et al., 2007; 
Brady et al., 2007) (Datos no mostrados) que m uestra que mucbos de los 
genes identifîcados se expresan en raiz. Estos datos junto con el becbo de 
que la mutaciôn en el motivo del promotor de SKP2B  anula su expresiôn en
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los PIRL, nos permite concluir que este motivo es importante para conferir 
la  expresiôn especifîca en la raiz. Ademâs, el patrôn de expresiôn de SKP2B 
esta conservado en otras especies como tomate o pata ta  (Datos no 
mostrados). Nuestros resultados sugieren que posiblemente esta expresiôn 
en raiz esté conservada en la evoluciôn de las plantas.
En este trabajo hemos descrito que SKP2B se expresa especifîcamente 
en las células fundadoras, durante todos los estadios de formaciôn del 
primordio y su expresiôn responde a auxina, por ello, decidimos analizar la 
expresiôn de SKP2B en fondes m utantes de genes implicados en la 
senalizaciôn mediada por auxina. Se ha descrito recientemente que el 
môdulo de respuesta a auxina mediado por IAA28 estâ implicado en el 
marcaje de las células fundadoras en el meristemo basai (De Rybel et al., 
2010) y que el môdulo IAA14/SLR1  régula la primera divisiôn celular 
asimétrica de las células fundadoras y el posterior desarrollo de la raiz 
lateral (Fig. 3). M utantes de ganancia de funciôn como IAA14/SLR1 (slrl) 
bloquean casi completamente la formaciôn de RL. En este trabajo hemos 
comprobado que en el m utante slrl no hay expresiôn en las células 
fundadoras m ientras que la expresiôn estâ ligeramente aumentada en el 
meristemo principal. El tratam iento con auxina no induce la formaciôn de 
RL en el m utante slrl (Fukaki et al., 2006), sin embargo, nuestros datos 
m uestran que el tratam iento con auxina es capaz de producir la 
especifîcaciôn de las células fundadoras en el m utante slrl (Fig. 28) aunque 
esas células no son capaces de desarrollar un primordio de RL. Por otro lado, 
el m utante iaa28 tiene reducido signifîcativamente el numéro de primordios 
donde SKP2B se estâ expresando lo que se correlaciona con la reducciôn del 
numéro de RL observada en el mutante.
También hemos encontrado que otros m utantes implicados en la 
senalizaciôn de auxina como axrl-12  o tir l reducen el numéro de RL y por 
tanto, la expresiôn de SKP2B. Sorprendentemente, mutaciones en el gen 
IBR5, una fosfatasa que se ha implicado en la senalizaciôn de auxina
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independiente de la ru ta  de senalizaciôn mediada por TIRl (Monroe- 
Augustus et al., 2003), no reduce el numéro de primordios con expresiôn 
GUS en la linea ibr5/SKP2B:G\J8. Estos resultados sugieren que IBR5  no se 
requiere para la especifîcaciôn de las células fundadoras pero si es necesario 
para el desarrollo y la emergencia del primordio.
Al contrario que la auxina el tratam iento con ABA reduce el numéro 
de RL (De Smet et al., 2003). El anàlisis de la expresiôn de SKP2B  en el 
tratam iento con ABA m uestra una inducciôn de la expresiôn en el côrtex y 
en las células de la epidermis de la raiz. Teniendo en cuenta el papel de 
SKP2B  como represor de la divisiôn celular, es muy probable que esta 
proteina contribuya a bloquear cualquier tipo de proliferaciôn y lim itar el 
desarrollo de las RL. En trabajos previos, se habia descrito que el exceso de 
sal reduce la actividad m eristem âtica y el tamano del meristemo (West et 
al., 2004), y que a baja concentraciôn aum enta el numéro de RL (He et al., 
2005). En este trabajo, hemos visto que altas concentraciones de sal en el 
medio incremental! la expresiôn de SKP2B  en la zona meristemâtica. Esto 
sugiere que SKP2B  estaria controlando la divisiôn celular en el meristemo 
en respuesta a estrés salino.
R egulaciôn ep igenética  de la expresiôn  de SKP2B
La organizaciôn de la cromatina requiere una asociaciôn de las 
histonas con el ADN para formar nucleosomas. La posiciôn y la composiciôn 
de estos nucleosomas son cruciales para la dinâmica de la cromatina. Las 
chaperonas de histonas ayudan a conducir a proteinas especlfîcas de 
histonas a los puntos donde se sintetiza ADN nuevo o puntos de 
remodelaciôn de cromatina. En Arabidopsis, se han descrito dos tipos de 
chaperonas de histonas que controlan la dinâmica de las proteinas H3/H4 en 
la cromatina. Por un lado, el complejo heterotrimérico CAF-1, formado por 
las subunidades FASl, FAS2 y M SIl y por otro lado, el gen represor de 
histona A, HIRA. El complejo CAF-1 participa en procesos asociados a la
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sm tesis de ADN como replicacion o reparacion de ADN por la incorporacion 
de la variante H3.1, m ientras que la proteina HIRA participa en la sintesis 
de ADN de forma independiente de la replicacion depositando la variante 
H3.3 (Lennox y Cohen, 1988). La histona H3.3 se ha asociado con regiones 
de eucromatina activa y se deposita en regiones con alta actividad 
transcripcional proporcionando un mécanisme de activaciôn génica rapide y 
dinâmico de loci que normalmente estarian  reprimidos por modificaciones 
epigenéticas (Ahmad y Henikoff, 2002; Henikoff et al. 2004; McKittrick et al. 
2004). De forma similar a las modificaciones covalentes de las histonas, se 
ha encontrado que las variantes histônicas se localizan en regiones 
especifîcas del genoma o en ciertos loci confiriendo caracteristicas 
estructurales a la cromatina o modulaciones en la regulaciôn transcripcional 
(Kamakaka et al., 2005).
En este trabajo hemos mostrado que el promotor del gen SKP2B  es 
capaz de unir la variante histônica H3.3 en ensayos de un-hibrido de 
levaduras. Asimismo, in vivo, el promotor de SKP2B  présenta un 
enriquecimiento en la variante histônica H3.3, de la que se ha propuesto que 
su deposiciôn mantiene un estado de la cromatina transcripcionalmente 
activa (Mito et al., 2005) trente a la variante H3.1. También se ha descrito, 
en humanos, que los nucleosomas que contienen las variantes H3.3/H2A.Z 
m arcan regiones libres de nucleosomas en promotores transcripcionalmente 
actives lo que facilita el acceso de factores de transcripciôn (Chunyuan et al.,
2009). Ademâs, este enriquecimiento de H3.3 parece estar controlado por la 
respuesta a auxina, ya que el tratam iento con auxina aum enta los niveles de 
la variante H3.3 en el promotor de SKP2B. H asta ahora, no hay estudios 
publicados en Arabidopsis, en los que se describa que el intercambio o el 
enriquecimiento de una variante histônica estén regulados hormonalmente. 
Estudios futuros perm itirân entender a nivel molecular cômo se lleva a cabo 
este proceso y si otras hormonas afectan a este enriquecimiento. Ademâs es 
interesante que este enriquecimiento requiera una correcta senalizaciôn 
mediada por IAA14 ya que no hemos encontrado enriquecimiento de H3.3 en
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el m utante ia a l4 /s lr l. Ademâs, en el doble m utante pklslrl se revierte el 
fenotipo del m utante slrl (Fukaki et al., 2006). El gen PICKLE  codifïca para 
una proteina implicada en procesos de remodelaciôn de cromatina por lo que 
podria ser un buen punto de partida para entender cômo cambios a nivel de 
la cromatina participan en la regulaciôn de la formaciôn de RL.
El anàlisis de la expresiôn de SKP2B en los fondos m utante fa s l  y 
fas2  m uestra una alteraciôn el patrôn de expresiôn de SKP2B  ya que hay 
una pérdida de la expresiôn en las células de primordios en todos los 
estadios de desarrollo. Cuando analizamos la expresiôn del promotor 
0.5KbSjKP2R:GUS que se expresa sôlo en los primordios y no en el 
meristemo basai y el meristemo principal de la raiz, encontramos que no 
hay una supresiôn de la expresiôn como ocurre con el promotor completo. 
Esto sugiere que los elementos en el promotor que regulan la expresiôn de 
SKP2B  en las células fundadoras en el meristemo basai estân aguas arriba 
del promotor de 0.5Kb ya que no encontramos expresiôn de SKP2B  en esta 
zona en las lineas que expresan el gen reportador GUS bajo el control del 
promotor de 0.5Kb (Fig. 49). Con estos resultados podemos proponer un 
modelo de regulaciôn de la expresiôn de SKP2B  mediado por CAF-1 (Fig.49), 
en el que podriamos dividir el promotor en dos zonas con elementos 
reguladores independientes, por un lado la zona comprendida desde -0.5Kb 
hasta  -1.7Kb, que denominamos regiôn A y que contiene los elementos 
reguladores de la expresiôn en el meristemo de la raiz (MR) y en el 
meristemo basai (MB) y por otro lado, la zona comprendida entre el ATG 
hasta  -0.5Kb que denominamos regiôn B y que contiene los elementos 
reguladores responsables de la expresiôn las células fundadoras (CF) y en 
los primordios (PRL). Hemos observado que la expresiôn del promotor 
completo de SKP2B  en los m utantes fa s l y fas2  se anula en todos los 
estadios de desarrollo del primordio y se m antiene en las células que 
bordean al primordio y en el meristemo radicular. En el caso de la expresiôn 
del promotor de 0.5Kb en los m utantes fa sl y fas2  encontramos que no hay 
diferencias de expresiôn con el control. Estos datos nos llevan a pensar que
144
elem entos regu ladores en  la  region A del prom otor que es tu v ie ran  
controlando la  expresion de SK P 2B  m ediada por F A S l /F A S 2  con u n  efecto 
inh ib ito rio  aguas abajo del prom otor en la  region B (Fig. 49). Asi, en  p lan ta s  
tran sg én icas  con la  construccion 0.5K bSK P2B:G \JS  el fragm ente  de 0.5Kb 
por si solo no e s ta r ia  som etido al control de la  expresiôn m ediada por 
F A S l /F A S 2  en  la  regiôn A. Esto podria  explicarse y a que la  expresiôn de 
F A S l  en  la  ra iz  se da en  el m eristem o principal y en  el m eristem o b asa i pero 
no en el resto  de la  ra iz  (K aya et al., 2001).
CAF-1
1.7 Kb 0.5 Kb ATG
MR +MB CF +PRL ■  Region A 
□  Regiôn B
F igu ra 49. Modelo de regulaciôn de la expresiôn de SKP2B  mediado por CAF-1.
Es posible que la  pé rd ida  de funciôn de los com ponentes del complejo 
CAF-1 afecte a la  especifîcaciôn de las células fundadoras en el m eristem o 
basai. S in em bargo, n u estro s  datos ind ican  que la  pérd ida  de funciôn del 
complejo CAF-1 parece a fec ta r m âs a la  em ergencia del prim ordio que a la  
especifîcaciôn de las  célu las fundadoras. E stos resu ltad o s concuerdan con el 
efecto de la  m utaciôn  en  SK P 2B  que prom ueve divisiôn en las  células 
fundadoras pero no em ergencia  de las  RL.
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En el caso de la histona chaperona de H3.3, HIRAl, su funciôn sigue 
siendo desconocida ya que mutaciones en este gen produeen fenotipos létales 
embrionarios (Phelps-Durr et al., 2005). Se necesitarân estudios futuros de 
la funciôn de esta chaperona de histona para comprender el papel de la 
deposiciôn de la H3.3 en el desarrollo de raiz. En el laboratorio estâmes 
analizando un m utante de T-ADN no létal y que no présenta apenas 
cambios en la expresiôn del gen HIRA. En el future podremos analizar si 
este m utante tiene defectos en la expresiôn de SKP2B en la raiz.
Trabajos recientes han mostrado que la remodelaciôn de la cromatina 
es un mécanisme de regulaciôn importante durante la formaciôn de RL 
(Fukaki et al., 2006; Kornet and Scheres, 2009; Aichinger et al., 2009; 
Aichinger et al., 2011). Hemos comprobado que el promotor de SKP2B  
también acumula marcas de acetilaciôn en H3-K9/K14 para las que se ha 
descrito que estân ligadas a activaciôn génica. Ademâs, hemos visto una 
correlaciôn del enriquecimiento de estas marcas en el promotor con la 
funciôn del gen IAA14/SLR1  del que se ha descrito como un represor del 
desarrollo de RL. La busqueda de m utantes que suprim ieran el fenotipo del 
m utante slrl ha permitido la identifîcaciôn de PICKLE  (PKL) cuyo alelo 
m utante restaura  el fenotipo del m utante slrl (Fukaki et al., 2006). PKL es 
un factor remodelador de cromatina dependiente de ATP de la familia 
CHD3/CHD4. Cuando miembros de esta familia interaccionan con el 
complejo NuRD unen proteinas remodeladoras de la cromatina dependiente 
de ATP y deacetilasas para reprim ir la transcripciôn génica (Bouazoune y 
Brehm, 2006). Sin embargo, las proteinas CHD3/CHD4 pueden asociarse 
con histonas acetiltransferasas para inducir la transcripciôn génica 
(Scimone et al., 2010). A la luz de estos resultados podriamos especular que 
la deposiciôn de H3.3 y la acetilaciôn en la lisinas K9/K14 activan la 
expresiôn de SKP2B en las células fundadoras y regulan la formaciôn de RL 
y que ademâs, la acetilaciôn de la H3 es dependiente de la via IAA14/SLR1- 
PKL. Serân necesarios estudios futuros para elucidar el papel de 
IA A 14/SLR  en la acetilaciôn de la H3 y el desarrollo de RL.
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SKP2B com o herram ienta para la identifieaeion  de genes 
im plicados en la form aciôn de RL
Para la identifîcaciôn de genes que participan en la especifîcaciôn y en 
la formaciôn de las RL hemos realizado un anàlisis transcriptômico de genes 
que se expresan en los PIRL utilizando plantas transgénicas con la 
construcciôn SKP2B:GFP. Hemos identifîcado casi 200 genes (Anexo, Tabla 
3) y hemos comprobado que sôlo una pequena parte solapan con genes 
inducidos por el tratam iento con auxina o genes representados por el 
sistem a “LRIS” (Lateral Root Induction System) descrito por Himanen et al., 
2002. Esto podria explicarse porque en el sistema LRIS el tratam iento con 
auxina puede inducir genes que no estarian directamente relacionados con 
la formaciôn de PRL y que ademâs hay una inducciôn de genes en otras 
capas celulares de la raiz ademâs del periciclo. Sin embargo, si reducimos la 
astringencia, (genes representados con un incremento de 1.3) (Datos no 
mostrados) hemos encontrado mayor solapamiento con los datos descritos en 
trabajos anteriores, asi como un mayor numéro de genes implicados en 
divisiôn celular.
La senalizaciôn mediada por auxina juega un papel fundamental 
durante el desarrollo de RL ya que estâ implicada en la especifîcaciôn de las 
células fundadoras en el meristemo basai (Dubrovsky et al., 2008; Moreno- 
Risueno et al., 2010; De Rybel et al., 2010) y conduce la prim era divisiôn 
celular asimétrica de las células del periciclo para el desarrollo del 
primordio (Benkova et al., 2003). Es también destacable el papel de la 
auxina en la reprogramaciôn de las células del côrtex y epidermis que 
rodean al primordio para facilitar la emergencia. En este sentido se ha 
descrito que el môdulo IAA3/LAX3  régula la expresiôn de enzimas 
remodeladoras de pared celular y que se han implicado en separaciôn 
celular (Swarup et al., 2008), y que ademâs esta implicado en el numéro de 
RL que emergen. Hemos identifîcado un numéro de enzimas que participan 
en procesos de remodelaciôn de pared celular (Irshad et al., 2008) y que
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estân directamente relacionadas con el desarrollo del primordio y la 
emergencia (Bennett et al., sin publicar). Estudios futuros nos perm itirân 
analizar el papel de estos genes durante la formaciôn de RL.
Entre los genes asociados a los PIRL hemos analizado funcionalmente 
el papel de très factores de transcripciôn (TE) en la formaciôn de RL. Hemos 
analizado a nivel histolôgico el desarrollo de PRL en los m utantes para estos 
factores de transcripciôn y hemos encontrado que participan en el desarrollo 
de RL. Ademâs, hemos demostrado que uno de estos factores de 
transcripciôn, RAP2.3, se une al promotor de SKP2B  sugiriendo una funciôn 
directa de RAP2.3 en la regulaciôn de SKP2B. Hemos encontrado que la 
expresiôn de SKP2B en el fondo m utante rap2.3 es menor y que este 
m utante desarrolla un menor numéro de primordios (Fig. 32). Este factor de 
transcripciôn pertenece a la familia AP2/ERF subgrupo B-2 que se unen a la 
caja GCC (Ohme-Takagi et al., 1995; Büttner and Singh, 1997) y que se han 
implicado en respuestas tanto abiôticas como biôticas de plantas (Nakano et 
al., 2006). En el caso del promotor de SKP2B  no hemos encontrado ningùn 
motivo consenso GCC, sin embargo gracias a los datos generados en el 
proyecto “TRANSPLANTA” se ha identifîcado una lista de motivos de uniôn 
de RAP2.3 con distintas probabilidades (Solano, sin publicar). La matriz 
generada se utilizô para hacer una busqueda de motivos en el promotor de 
SKP2B  usando el programa “cistome” (httn://esc4037- 
shemp.csb.utoronto.ca/welcome.htm) y hemos encontrado 2 posibles motivos 
uno de ellos cerca del ATG y el otro en posiciôn -490. Estos resultados 
apuntan a que RAP2.3 régula la transcripciôn de SKP2B  a través de la 
uniôn a un nuevo motivo diferente a la caja consenso GCC.
El factor de transcripciôn RAP2.3 tam bién denominado ERF72 
interacciona in vitro con 0BF4 un factor de transcripciôn de tipo bZIP 
(Büttner and Singh, 1997). En este trabajo m ostraron que RAP2.3 se 
expresa a niveles altos en callos sugiriendo un posible papel en el control de 
la proliferaciôn celular. Hemos analizado la expresiôn de 0BF4  en la raiz
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utilizando el “Arabidopsis atlas” y hemos encontrado que este gen se expresa 
en le periciclo y la endodermis del meristemo basai de la raiz (Datos no 
mostrados). Sin embargo, la relevancia funcional de la interacciôn de 
RAP2.3/ERF72 y 0BF4 es desconocida hasta  ahora y se necesitarân 
investigaciones futuras para desvelar su funciôn.
También hemos encontrado que la mutaciôn en el gen TM 07  produce 
un incremento en la expresion de SKP2B  en el periciclo. TM 07  codifica para 
un factor de transcripciôn de tipo bHLH y actùa como una senal intercelular 
môvil que promueve la iniciaciôn de la raiz en el embriôn en un proceso 
mediado por la ru ta  dependiente de MONOPTEROS (Schlereth et al., 2010). 
Nuestros datos indican que la proteina TM07 podria actuar como un 
represor de la expresiôn de SKP2B, ya que hemos encontrado niveles de 
expresiôn de SKP2B mâs elevados en el fondo m utante tmo7. Sin embargo, 
con nuestros resultados, no podemos determ inar si TM07 produce una 
represiôn directa o indirecta de la expresiôn de SKP2B.
Otro de los factores de transcripciôn, FEZ, para los que hemos 
analizado su posible implicaciôn en la especifîcaciôn y el desarrollo del 
primordio se ha descrito como un miembro de la familia NAC. Algunos de 
estos factores de transcripciôn, se han implicado en la especifîcaciôn de 
algunos ôrganos en la parte aérea controlando la orientaciôn de la divisiôn 
celular (Aida y Tasaka, 2006). En el caso de FEZ  se ha descrito su 
implicaciôn en el control de las divisiones periclinales en el meristemo de la 
raiz (Willemsen et al., 2008) y mâs recientemente en el marcaje de las 
células fundadoras del periciclo (Moreno-Risueno et al., 2010). En este 
trabajo, describieron que el m utante fez-3 desarrolla menos RL emergidas 
que el silvestre. En nuestro trabajo, hemos encontrado que en el m utante 
fez-3 hay una aceleraciôn en la emergencia de las RL. Sin embargo, la 
densidad de RL no présenta diferencias signifîcativas con respecto al 
control, que podria deberse a una menor tasa de producciôn de PRL. La 
diferencia de los resultados de Moreno-Risueno y col., (2010) con nuestros
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resultados puede explicarse por el protocole que utilizaron en su trabajo, ya 
que midieron el crecimiento de la raiz y el desarrollo del primordio 
utilizando plantas de 7 dias a las que cortaban el meristemo principal para 
promover la emergencia de los primordios ya formados, m ientras que 
nosotros hemos cuantifîcado en numéro de PRL y RL emergidas durante el 
desarrollo normal de la raiz.
M utantes shrel
La identifîcaciôn del patrôn de expresiôn de SKP2B  en la raiz y su 
utilizaciôn como marcador del desarrollo de PRL nos ha permitido utilizarlo 
como herram ienta para la identifîcaciôn de genes implicados en el desarrollo 
radicular.
SBREL52
Hemos encontrado que m utante sbrel52 complementa con el m utante 
descrito por Nodzon y col., (2004) para el gen XBAT32. Ademâs, tanto el 
m utante sbrel52 como el m utante xbat32 comparten tanto el fenotipo de 
alteraciôn en la formaciôn de PRL como el fenotipo de la parte aérea, 
aunque el m utante sbrel52 présenta un fenotipo mâs severo. Sin embargo, 
cuando hemos secuenciado en fondo sbre52 la regiôn promotora de 2Kb junto 
con la regiôn genômica del gen XBAT32 no hemos encontrado ninguna 
mutaciôn puntual. Ademâs comprobamos por RT-PCR que la expresiôn de 
XBAT32 es similar al silvestre en plantas sbrel52. Una posible explicaciôn 
podria ser que como el m utante xbat32 es un m utante de T-ADN, que el T- 
ADN haya dejado una huella en otro gen ligado genéticamente a XBAT32 y 
que el fenotipo no se deba al T-ADN insertado en el gen XBAT32.
Se ha descrito que la enzima XBAT32 tiene como dianas a las 
enzimas ACS4 y ACS7 que estân implicadas en la biosintesis de etileno 
(Prasad et al., 2010). En nuestro trabajo hemos identifîcado por la técnica de
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doble bibrido de levaduras que las proteinas LSU3, SBRl y ERSl 
interaccionan con XBAT32. Sin embargo, por ensayos de ubiquitinacion in 
vitro solo hemos podido demostrar que XBAT32 es capaz de ubiquitinar las 
proteinas LSU3 y SBRl m ientras que para el receptor de etileno ERSl no 
hemos podido detectar ubiquitinacion in vitro. En el caso del receptor de 
etileno ERSl, ya que se ha demostrado la implicaciôn de XBAT32 en el 
control de enzimas de biosintesis de etileno, no podriamos descartar 
totalm ente que XBAT32 este participando en la regulaciôn del receptor de 
etileno y el hecho de que no observemos ubiquitinaciôn in vitro puede 
deberse a que ERSl necesite una modifîcaciôn posttraduccional en la 
proteina ERSl que facilite el reconocimiento por medio de XBAT32. Otra 
posible explicaciôn séria que para poder expresar E R S l  en bacteria 
eliminamos el dominio transm em brana, y esto puede afectar a la estructura 
necesaria para facilitar la ubiquitinaciôn.
La funciôn del gen SB R l  es desconocida. Este gen codifica para una 
proteina con un dominio CUE y se ha descrito en humanos que este dominio 
pertenece a proteinas con actividad conjugadora de ubiquitina (Kang et al., 
2003; Shih et al., 2003). En Arabidopsis se ha caracterizado la funciôn de 
très genes que codifican para proteinas con el dominio CUE; El gen IPDl 
que promueve la entrada en endociclo para facilitar la elongaciôn celular del 
hipocotilo y su funciôn estâ controlada por luz roja lejana y luz azul 
(Tsumoto et al., 2006) y los genes RIN 2  y RIN3  que tienen ademâs del 
dominio CUE el dominio RING con actividad ubiquitina ligasa y se han 
implicado en resistencia a Pseudomonas syringae (Kawasaki et al., 2005). 
Queda por resolver el papel del gen S B R l  en Arabidopsis ya que hemos 
comprobado que ni es capaz de unir ubiquitina ni participa en la ru ta  de la 
ubiquitina. Ademâs la caracterizaciôn del m utante de T-ADN disponible no 
nos revelô ningun fenotipo bajo nuestras condiciones de crecimiento (Datos 
no mostrados).
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En Arabidopsis, se han descrito como homologos al gen UP9C de 
Nicotiana tabacum  4 genes denominados L SU l a LSU4. El gen UP9C se 
induce en condiciones bajas de azufre en el medio, ademâs por la estructura 
de la proteina parece tener un papel importante en la interacciôn con otras 
proteinas (Lewandowska et al., 2010). No obstante la funciôn molecular de 
UPC9 se desconoce. Mediante una busqueda por doble hlbrido de levaduras 
de proteinas que interaccionaran con UPC9 se encontrô que interaccionaba 
con una enzima ACC implicada en la biosintesis de etileno (Lewandowska et 
al., 2010). Si esta interacciôn tuviera lugar en Arabidopsis, es decir, que 
ACC interaccionara con proteinas LSU podriamos pensar en una regulaciôn 
de enzimas ACC sintasas mediada por XBAT32 en condiciones bajas de 
azufre en el medio. Nuestros resultados de ubiquitinaciôn in vitro (Fig. 41) 
m uestran un mayor nivel ubiquitinaciôn de LSU3 que de ACS4 podriamos 
pensar en una mayor afinidad de XBAT32 por LSU3 que por ACS4 lo que 
supondria que en condiciones bajas de azufre si LSU3 interaccionara con 
ACS4, ACS4 podria desaparecer mâs râpidamente. No obstante, se 
necesitan estudios futuros del papel del los genes LSU, su interacciôn en 
Arabidopsis con enzimas ACC y su implicaciôn en condiciones de estrés en 
plantas.
SBREL50
La luz puede tener efectos opuestos en diferentes tejidos de la planta, 
la exposiciôn a la luz inhibe la elongaciôn del hipocotilo m ientras que 
promueve la expansiôn de los cotiledones y el desarrollo de la raiz (Revisiôn 
Bou-Torrent et al., 2008). El hecho de que distintos ôrganos o tejidos dentro 
de la planta regulen de forma especifîca procesos relacionados con la luz se 
ha apoyado con anàlisis transcriptômicos de tejidos especifîcos. Por ejemplo, 
se han identifîcado distintos subgrupos de genes regulados por la luz 
comparando expresiôn en cotiledones trente a raices (Jiao et al., 2005; Ma et 
al., 2005) o parte aérea trente a raiz en arroz (Jiao et al., 2005). En raiz, se 
expresan fîtocromos que absorben tanto la luz roja como la luz roja lejana
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(Tôth et al., 2001; Salisbury et al., 2007), asi como los fotorreceptores de luz 
azul (Tôth et al., 2001; Galen et al., 2007). La radiaciôn UV-B también es 
absorbida por la raiz y ésta absorciôn tiene efecto tanto en el desarrollo de la 
raiz como en el desarrollo de la planta (Tong et al., 2008; Leasure et al., 
2009). El crecimiento de la raiz dependiente de la luz y la localizaciôn de los 
fotorreceptores en la misma implica, que la percepciôn de la luz en la raiz es 
importante para la adaptaciôn dependiente de la luz en plantas (Costigan et 
al., 2011). La luz puede penetrar algunos milimetros en las capas superiores 
del suelo y la profundidad a la que pénétra depende de la composiciôn del 
suelo (Tester y Morris, 1987; Mandoli et al., 1990). Estos hallazgos sugieren 
que las raices pueden percibir la luz directamente en ambientes naturales y 
que el desarrollo de la raiz esta controlado por la luz en determinadas 
condiciones fisiolôgicas. De hecho, probablemente la luz sirva de senal para 
que la raiz detecte la profundidad a la que se encuentra en el suelo (Revisiôn 
de Shinomura 1997).
A parte de estudios sobre el papel de los fîtocromos en el desarrollo de 
la raiz en respuesta a la luz los genes implicados en este mecanismo de 
regulaciôn se desconocen. El m utante sbrelôO tiene una parada del 
crecimiento de la raiz cuando se crece en luz blanca, sin embargo, cuando se 
crece en oscuridad o en distintas condiciones de luz hemos observado una 
recuperaciôn del crecimiento de la raiz, sin embargo, aùn desconocemos si la 
luz régula el crecimiento directamente en la raiz o si régula alguna 
ruta/gen/producto en la parte aérea, que posteriormente se mueva a la raiz 
para realizar su funciôn. Dentro del intervalo de mapeo que hemos acotado 
(Anexo Tabla 4) no hemos encontrado ningùn gen relacionado 
especifîcamente con respuesta a luz. Sera necesaria la secuenciaciôn del 
genoma de sbrelSO para determ inar el gen responsable del fenotipo del 
m utante. También, séria interesante el anàlisis transcriptômico de plantas 
sbrelSO crecidas en distintas condiciones de luz para determ inar los genes y 
las posibles ru tas implicadas en la regulaciôn del crecimiento radicular en 
respuesta a la luz en este m utante.
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7. CONCLUSIONES
1. SKP2B es una proteina nuclear y su expresion se régula a nivel de 
ciclo celular y en respuesta a las auxinas.
2. SKP2B  es un regulador negative del ciclo celular.
3. La proteina SKP2B no une auxina, en parte por el residue de serina 
en posicion 128.
4. SKP2B  se expresa en las células fundadoras y en todos les estadios de 
formacion de les primordios latérales y en el meristemo basai en las 
células fundadoras. Por elle, SKP2B:GUS es un buen marcador del 
proceso de formacion de RL.
5. Hemos identificado en el promoter de SKP2B  un motive de expresion 
especifico de raiz.
6. Mutaciones en SKP2B favorecen la division de las células fundadoras, 
m ientras que la doble mutacion skp2b /rkp l promueve la emergencia 
de las raices latérales.
7. El promoter 0.b¥hSKP2B  es una buena herram ienta biotecnolôgica 
para modifîcar la arquitectura radicular.
8. El promoter de SKP2B  esta enriquecido en la variante histonica H3.3 
frente a la H3.1, y este enriquecimiento esta regulado por auxina. 
Asimismo, el promoter de SKP2B  esta regulado por la acetilaciôn en 
la histona H3 y estes niveles de acetilaciôn son dependientes de la 
respuesta a auxina.
9. La expresion de SKP2B  esta regulada por el complejo CAF-1. 
Nuestros resultados apuntan que existen dos dominies de regulacion 
independientes dentro de la region promet or a.
10. Hemos identificado nuevos genes implicados en la formacion de raices 
latérales. De entre estes genes, hemos verificado que très factores de 
transcripcion FEZ, TM 07 y  RAP2.3 participan en la formacion de 
primordios de RL.
11. El factor de transcripcion RAP2.3 se une al promoter de SKP2B  a 
través de una caja diferente a la caja consenso para la familia AP2- 
ERF. El m utante rap2.3 tiene afectado el desarrollo de RL y una 
alteracion en la expresion de SKP2B.
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12. El m utante sbrel52 es alélico al m utante xbat32 aunque no hemos 
encontrado ninguna mutacion puntual en el gen XBAT32. El m utante 
sbrel52 tiene alterado el desarrollo del primordio presentando una 
acumulacion de primordios en estadio IV.
13. Las proteinas LSU3 y SBRl son dianas de ubiquitinacion de la 
enzima XBAT32.
14. El m utante sbrelôO desarrolla una raiz mas corta parândose el 
crecimiento al tercer dia. Este fenotipo es dependiente de la calidad 
de la luz.
160


ANEXO

8. ANEXO.
Tabla genes expresados en  PIRE
Atlg30870 +15.35 0.00419734 Cationic peroxidase, putative
Atlg05240 +10.40 0.00859134 Peroxidase, putative
Atlg05250
At5gl7820 +9.04 0.00401626 Peroxidase 57 (PER57) (P57) (PRXRIO)
At5g46890 +8.10 0.00018404 Protease inhibitor/seed storage/lipid transfer
At5g46900 protein (LTP) family protein
At3g61430 +7.86 0.00026360 PIP1A_ATPIP1_PIP1_PIP1A (PLASMA
MEMBRANE INTRINSIC PROTEIN lA) 
Atlg52690 +7.58 0.00016585 Late embryogenesis abundant protein, putative
/ LEA protein, putative 
At3g53420 +6.99 0.00317525 PIP2A_PIP2_PIP2A (PLASMA MEMBRANE
INTRINSIC PROTEIN 2A)
At3g62680 +6.59 0.01053198 PRP3_PRP3 (PROLINE-RICH PROTEIN 3);
structural constituent of cell wall
At2g37170 +5.77 0.00061518 PIP2B_PIP2;2 PIP2B (plasma membrane
At2g37180 intrinsic protein 2; 2); water channel
At4gl2510 +5.61 0.00094965 Protease inhibitor/seed storage/lipid transfer
At4gl2520 protein (LTP) family protein
At4gl2550 +5.51 0.00057054 AIRl AIRl (Auxin-Induced in Root cultures 1);
lipid binding
At5g35190 +5.42 0.01803858 Proline-ricb extensin-like family protein
At4g26010 +5.34 0.03455682 Peroxidase, putative
At5g04960 +5.23 0.01997053 Pectinesterase family protein
At2g36830 +5.20 0.00134102 GAMMA-TIP_TIPl;l_GAMMA-TIP (Tonoplast
intrinsic protein (TIP) gamma)
0.01443493 Pollen Ole e 1 allergen and extensin family 
protein
At3g01190 +5.11 0.03160542 Peroxidase 27 (PER27) (P27) (PRXR7)
At5g67400 +5.05 0.03433832 Peroxidase 73 (PER73) (P73) (PRXR11)
At4g02270 +4.94 0.00937158 Pollen Ole e 1 allergen and extensin family
protein
Atlg22530 +4.89 0.00685853 PATL2_PATL2; transporter
Atlg55330 +4.87 0.00253852 AGP21_AGP21 (ARABINOGALACTAN
PROTEIN 21)
At3g43960 +4.72 0.00688115 cysteine proteinase, putative
At3gl6240 +4.63 0.00307606 DELTA-TIP_AQPl_ATTIP2;l_DELTA-
TIP1_TIP2;1_
At5g22410 +4.51 0.02973787 Peroxidase, putative
At5g44020 +4.48 0.00555936 Acid phosphatase class B family protein
Atlg48930 +4.45 0.01865713 ATGH9C1 (ARABIDOPSIS THALIANA
GLYCOSYL HYDROLASE 9Cl)
At2g30860 +4.38 0.00233514 ATGSTF9_ATGSTF7_GLUTTR_ATGSTF9
At3g26520 +4.35 0.00562162 TIP2_SITIP_TIPl;2_TIP2 (TONOPLAST
INTRINSIC PROTEIN 2); water channel 
At2gl6850 +4.32 0.00071640 PIP2;8_PIP3B_PIP2;8/PIP3B (plasma
At4g35100 membrane intrinsic protein 2;8); water channel
At2g47540 +5.16
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At2g21880 +4.18 0.01008216
At4gl7340 +4.12 0.01015186
At5g54160 +4.07 0.00416623
At5g05500 +3.90 0.02135081
Atlg45130 +3.86 0.00010665
At3g23190 +3.85 0.02546895
Atlg62980 +3.81 0.02583708
At4g30170 +3.75 0.02370504
At4g00430 +3.70 0.00212899
At5g56540 +3.68 0.00122680
Atlg58270 +3.66 0.07214848
Atlg66690 +3.61 0.00214756
Atlg66700
Atlg72150 +3.59 0.00536747
At3g49960 +3.55 0.03306852
At2g41970 +3.54 0.01207341
At2gl6005 +3.47 0.00024707
A tlgl2560 +3.41 0.01582563
At2g45960 +3.38 0.00021626
At3g22570 +3.35 0.02206513
Atlg75750 +3.35 0.02807294
At5gl4750 +3.33 0.00019857
At5g40730 +3.32 0.00433414
A tlgl2090 +3.31 0.01026097
At3gl0780 +3.30 0.00024609
Atlg03870 +3.16 0.01155325
At2g34910 +3.15 0.02851653
At5g59090 +3.09 0.00192951
At5g47450 +3.07 0.02705271
At5g04120 +3.06 0.02099572
Atlg26870 +3.01 0.00566330
Atlg75780 +2.98 0.03624159
At4g09990 +2.95 0.02956283
AtRab7A_AtRABG2_AtRABG2/AtRab7A 
(Arabidopsis Rab GTPase bomolog G2) 
DELTA-TIP2_TIP2;2_DELTA-TIP2/TIP2;2 
(tonoplast intrinsic protein 2;2); water channel 
AT0MT1_0MT1_AT0MT1 (O- 
METHYLTRANSFERASE 1)
Pollen Ole e 1 allergen and extensin family 
protein
BGAL5 BGAL5 (beta-galactosidase 5); beta-
galactosidase
lesion inducing protein-related 
ATEXPA18_ATEXP18_ATHEXP ALPHA 1.25 
Peroxidase, putative
PIP1;4_PIP1E_TMP-C_PIP1;4_PIP1E_TMP-C 
AGP14_AGP14 (ARABINOGALACTAN 
PROTEIN 14)
ZW9 ZW9 meprin and TRAF homology
domain-containing protein 
S-adenosyl-L-metbionine:carboxyl 
metbyltransferase family protein
PATLl PATLl (PATELLIN 1); transporter
Peroxidase, putative 
Protein kinase, putative 
MD-2-related lipid recognition domain- 
containing protein
ATEXPA7_ATEXP7_ATHEXP AJ.PHA 
1.26_EXP7
PIP1B_ATHH2_PIP1;2_TMP-A_PIP1B 
(plasma membrane intrinsic protein 1;2) 
protease inhibitor/seed storage/lipid transfer 
protein (LTP) family protein 
GASA1_GASA1 (GASTl PROTEIN 
HOMOLOG 1)
ATMYB66_WER_ATMYB66AVER/WER1 
(WEREWOLF 1); DNA binding 
AGP24_AGP24 (ARABINOGALACTAN 
PROTEIN 24)
ELP_ELP (EXTENSIN-LIKE PROTEIN); lipid 
binding
emp24/gp25L/p24 family protein 
FLA9_FLA9
similar to unknown protein [Arabidopsis 
tbaliana] (TAIR:ATlG30850.1)
ATSBT4.12_ATSBT4.12; subtilase 
DELTA-TIP3_TIP2;3_AtTIP2;3 
Pbospboglycerate/bispbospboglycerate mutase 
family protein
ANAC009_ANAC009 (Arabidopsis NAC 
domain containing protein 9)
TUBl TUBl (tubulin beta-1 chain); structural
molecule
Similar to unknown protein [Arabidopsis 
tbaliana] (TAIR:ATlG33800.1)_______________
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At5g49270 +2.93 0.02944553 COBL9_MRH4_SHV2_COBL9/MRH4/SHV2
(COBRA-LIKE 9, SHAVEN 2)
Atlg05260 +2.89 0.05971375 RCI3_RCI3 (RARE COLD INDUCIBLE GENE
3); peroxidase
Atlg04040 +2.88 0.09931494 Acid phosphatase class B family protein
At4g23400 +2.84 0.00360598 PIP1;5_PIP1D_PIP1;5/PIP1D (plasma
membrane intrinsic protein 1;5); water channel 
At5gl0430 +2.83 0.00350669 AGP4_AGP4 (ARABINOGALACTAN-
PROTEIN 4)
At4g40090 +2.82 0.03591967 AGP3_AGP3 (ARABINOGALACTAN-
PROTEIN 3)
At4gl4690 +2.80 0.01702664 ELIP2_ELIP2 (EARLY LIGHT-INDUCIBLE
PROTEIN 2); chlorophyll binding 
At5g57530 +2.80 0.05839282 Xyloglucan:xyIoglucosyl transferase, putative
At4g00680 +2.76 0.03067908 Actin-depolymerizing factor, putative
At3g22600 +2.75 0.08049153 Protease inhibitor/seed storage/lipid transfer
protein (LTP) family protein 
At3gl0710 +2.75 0.05575844 Pectinesterase family protein
Atlg52760 +2.75 0.00163420 Esterase/lipase/tbioesterase family protein
At3g04010 +2.74 0.02285594 Glycosyl hydrolase family 17 protein
Atlg05650 +2.74 0.05773421 Polygalacturonase, putative / pectinase,
Atlg05660 putative
At4g33930 +2.73 0.00080960 Glycine-ricb protein
At4g34300
At5g55050 +2.72 0.03359050 GDSL-motif lipase/bydrolase family protein
Atlg63450 +2.72 0.01040188 catalytic
At2g29750 +2.72 0.04596126 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase
family protein
At2g05790 +2.69 0.00061000 Glycosyl hydrolase family 17 protein
At4g01070 +2.66 0.01696933 GT72Bl_GT72Bl; UDP-glucosyltransferase/
UDP-glycosyltransferase 
A t4gll290 +2.65 0.03952390 peroxidase, putative
At2g20625 +2.64 0.00730072 similar to unknown protein [Arabidopsis
tbaliana] (TAIR;AT2G20620.1)
Atlg60190 +2.64 0.00040372 Armadillo/beta-catenin repeat family protein /
U-box domain-containing protein 
At3g61890 +2.63 0.00013325 ATHB-12_ATHB12_ATHB-12 (ARABIDOPSIS
THALIANA HOMEOBOX PROTEIN 12) 
At2g37040 +2.61 0.01008604 PAL1_PAL1 (PHE AMMONIA LYASE 1);
phenylalanine ammonia-lyase
At4g05100 +2.58 0.00614129 AtMYB74 AtMYB74 (myb domain protein 74);
DNA binding / transcription factor 
Atlg54970 +2.58 0.06631725 ATPRP1_ATPRP1 (PROLINE-RICH
PROTEIN 1); structural constituent of cell wall 
A tlgl3420 +2.57 0.00834943 Sulfotransferase family protein
At5g64100 +2.56 0.01535972 Peroxidase, putative
At4g21960 +2.56 0.00509820 PRXRl PRXRl (peroxidase 42); peroxidase
Atlg62380 +2.54 0.00000317 AC02_AC02 (ACC OXIDASE 2)
Atlg70940 +2.54 0.00059588 PIN3_PIN3 (PIN-FORMED 3); auxinibydrogen
symporter/ transporter 
At2gl4960 +2.54 0.00484180 GH3.1_GH3.1
AtlgOlTSO +2.53 0.00437653 LIM domain-containing protein
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At3g51240 +2.52 0.00088389 F3H_F3'H_TT6_F3H (TRANSPARENT 
TESTA 6); naringenin 3-dioxygenase
At4g30670 +2.52 0.00332237 PROKAR.LIPOPROTEIN (PS51257)
Atlg32900 +2.52 0.00020415 Starch synthase, putative
Atlg62800 +2.51 0.00641084 ASP4_ASP4 (ASPARTATE 
AMINOTRANSFERASE 4)
At5g65390 +2.50 0.00261517 AGP7_AGP7 (Arabinogalactan protein 7)
At2g41660 +2.48 0.00728859 MIZ1_MIZ1 (MIZU-KUSSEI1)
At4g30830 +2.48 0.00791588 Similar to unknown protein [Arabidopsis 
tbaliana] (TAIR:AT2G24140.1)
At3g07880 +2.47 0.01426971 Rbo GDP-dissociation inhibitor family protein
Atlg68560 +2.47 0.00019343 ATXYL1_XYL1_ATXYL1/XYL1 (ALPHA- 
XYLOSIDASE 1); alpba-N-arabinofuranosidase
At2g06850 +2.47 0.00032767 EXGT-A1_EXT_EXGT-A1 
(ENDOXYLOGLUCAN TRANSFERASE)
At5g02070 +2.45 0.00035567 Protein kinase-related
At3gl4560 +2.42 0.00130920 Unknown protein
AtlgeOOlO +2.41 0.00810963 Similar to unknown protein [Arabidopsis 
tbaliana] (TAIR:AT1G10530.1)
At4g37470 +2.40 0.00569349 Hydrolase, alpha/beta fold family protein
At3gl3520 +2.39 0.00051077 AGP12_AGP12 (ARABINOGALACTAN 
PROTEIN 12)
At5g49760 +2.38 0.05189983 Leucine-rich repeat family protein / protein 
kinase family protein
Atlg27740 +2.38 0.03118138 Basic belix-loop-belix (bHLH) family protein
Atlg53830 +2.38 0.00648870 ATPME2_ATPME2 (Arabidopsis tbaliana
pectin metbylesterase 2)
At4g34970 +2.37 0.00018360 Actin binding
At4g33790 +2.37 0.03058323 Acyl CoA reductase, putative
At3gl4310 +2.37 0.01064421 ATPME3_ATPME3 (Arabidopsis tbaliana 
pectin metbylesterase 3)
At4g23690 +2.36 0.02317784 Disease resistance-responsive family protein / 
dirigent family protein
At3g24240 +2.35 0.00000262 Leucine-rich repeat transmembrane protein 
kinase, putative
At3g26744 +2.35 0.00016498 ICE1_ICE1 (INDUCER OF CBF 
EXPRESSION 1); DNA binding
At2g23340 +2.33 0.00364152 AP2 domain-containing transcription factor, 
putative
At4gl4130 +2.33 0.00060388 XTR7_XTR7 (XYLOGLUCAN 
ENDOTRANSGLYCOSYLASE 7)
At4g34580 +2.33 0.08515770 Transporter
Atlg33800 +2.32 0.00160476 Similar to unknown protein [Arabidopsis 
tbaliana] (TAIR:AT4G09990.1)
At2gl4620 +2.32 0.00009651 Xyloglucanixyloglucosyl transferase, putative
At4g36010 +2.31 0.03221195 Pathogenesis-related tbaumatin family protein
At5g57420 +2.29 0.00739065 IAA33_IAA33 (indoleacetic acid-induced
protein 33); transcription factor
At2g23050 +2.29 0.00129236 Pbototropic-responsive NPH3 family protein
At4g35060 +2.28 0.00077965 Heavy-metal-associated domain-containing 
protein / copper chaperone (CCH)-related
Atlg33290 +2.28 0.00556733 Sporulation protein-related
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ATG 
At3g23810 +2.28
Atlg01620 +2.28
0.02652011
0.00034884
At5gl7760 +2.27 0.00142415
AUg26890 +2.27 0.00097408
At3gl8200 +2.27 0.01517430
At5g53250 +2.26 0.00350152
At4g25820 +2.26 0.06827449
At3g23510 +2.26 0.01076683
At3g23530
At2g24490 +2.26 0.00643544
At4gl5290 +2.25 0.00660413
At3g28540 +2.25 0.00400506
Atlg77450 +2.25 0.00252156
At5g01320 +2.23 0.09503261
At5g01330
At5g42250 +2.22 0.01402083
At4g37520 +2.22 0.00625309
At4g37530
Atlg76090 +2.22 0.05896744
At2g21630 +2.22 0.00085318
At5g56790 +2.21 0.00210717
At3g02480 +2.21 0.00028593
At5g57560 +2.20 0.00080155
Atlg74500 +2.20 0.00114706
Atlg01790 +2.20 0.00211054
At4g26320 +2.19 0.00820234
At3gl6770 +2.19 0.00009903
Atlg23760 +2.19 0.00160884
At3g21240 +2.18 0.01301488
Atlg20440 +2.18 0.00169009
Atlg49660 +2.18 0.00055540
Atlg23460 +2.18 0.00531300
Atlg23470
Atlg23480 +2.18 0.02247354
At5gl6900 +2.17 0.00033813
At2g25810 +2.17 0.05725129
SAHH2_SAHH2 (S-ADENOSYL-L- 
HOMOCYSTEINE (SAH) HYDROLASE 2) 
PIP1;3_PIP1C_PIP1;3_TMP-B_PIP1C 
(PLASMA MEMBRANE INTRINSIC PROTEIN 
1;3)
AAA-type ATPase family protein 
MAPKKK16 MAPKKK16 (Mitogen-activated 
protein kinase kinase kinase 16); kinase 
Nodulin MtN21 family protein 
AGP22_AGP22/ATAGP22 
(ARABINOGALACTAN PROTEINS 22) 
XTR9_XTR9 (XYLOGLUCAN 
ENDOTRANSGLYCOSYLASE 9) 
cyclopropane fatty acid synthase, putative / 
CPA-FA synthase, putative 
ATRPA2_R0R1_RPA2_ATRPA2/R0R1/RPA2 
(REPLICON PROTEIN A) 
ATCSLB05_ATCSLB5_CSLB05_ATCSLB05 
(Cellulose synthase-like B5); transferase 
AAA-type ATPase family protein 
ANAC032_ANAC032 (Arabidopsis NAC 
domain containing protein 32)
Pyruvate decarboxylase, putative
Alcohol dehydrogenase, putative 
Peroxidase 50 (PER50) (P50) (PRXR2)
SMT3 SMT3 (S-adenosyl-methionine-sterol-C-
methyltransferase 3)
Transport protein, putative 
Protein kinase family protein 
ABA-responsive protein-related 
TCH4_XTH22_TCH4 (TOUCH 4); hydrolase, 
acting on glycosyl bonds 
bHLH family protein
KEA1_KEA1 (K EFFLUX ANTIPORTER 1); 
potassiumihydrogen antiporter 
AGP13_AGP13 (ARABINOGALACTAN 
PROTEIN 13)
ATEBP_RAP2.3_ATEBP/ERF72/RAP2.3 
(RELATED TO AP2 3); DNA binding
JP630 JP630; polygalacturonase
4CL2 4CL2 (4-coumarate:CoA ligase 2); 4-
coumarate-CoA ligase
COR47_RD17 COR47 (cold regulated 47)
ATCXE5_ATCXE5 (ARABIDOPSIS 
THALIANA CARBOXYESTERASE 5) 
Polygalacturonase
ATCSLA03_ATCSLA3_CSLA03_ATCSLA03 
(Cellulose synthase-like A3)
Leucine-rich repeat protein kinase, putative 
TIP4;1 TIP4;1 (tonoplast intrinsic protein 4;1);
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At2g45890 +2.17 0.02617636
At5g56500 +2.16 0.00442526
Atlg67090
At5g38410
At5g38420
At5g38430
+2.16 0.19862313
At4g32450 +2.15 0.00205001
At2g45470 +2.14 0.00563159
Atlg05200 +2.14 0.01459103
At2gl9970 +2.14 0.02109374
At2g30930 +2.14 0.04406149
At4g39800 +2.13 0.00243122
At3g01840 +2.13 0.00094996
At2g32270 +2.13 0.10961091
At5g44770 +2.12 0.00006843
At5g24660 +2.12 0.02250159
At4gl3660 +2.12 0.00387346
At5g24140 +2.11 0.02238013
At3g44750 +2.10 0.00986347
At2g21050 +2.10 0.00017425
At4g02290 +2.09 0.00333413
At3g06035 +2.09 0.00038005
At3g06770 +2.09 0.00408775
At2g23910 +2.09 0.00014741
At5g49360 +2.08 0.02600537
At4g34210
At4g34470
+2.08 0.00123578
Atlg09570 +2.08 0.00111100
At2g01420 +2.08 0.00245142
At2g32440 +2.08 0.00389924
At5g57540 +2.07 0.00590098
At5g51060 +2.07 0.13774675
water channel
ATROPGEF4_ROPGEF4_ATROPGEF4/ROPG 
EF4 (KINASE PARTNER PROTEIN-LIKE)
ATP binding / protein binding / unfolded protein 
binding
RBCS1A RBCSIA; ribulose-bisphosphate
carboxylase
Pentatricopeptide (PPR) repeat-containing 
protein
FLA8_AGP8 FLA8 (Arabinogalactan protein
8)
ATGLR3.4_GLR3.4_GLUR3_ATGLR3.4 
(Arabidopsis tbaliana glutamate receptor 3.4) 
pathogenesis-related protein, putative 
Similar to unknown protein [Arabidopsis 
tbaliana] (TAIR:ATlG06540.1)
MI-l-P SYNTHASE_MI-1-P SYNTHASE (Myo­
inositol- 1 -phosphate synthase) 
protein kinase family protein 
ZIP3_ZIP3 (ZINC TRANSPORTER 3 
PRECURSOR); zinc ion transmembrane 
transporter
DCl domain-containing protein 
similar to unknown protein [Arabidopsis 
tbaliana] (TAIR:AT5G24655.1); LSU2 
pinoresinol-lariciresinol reductase, putative
SQP2 SQP2 (Squalene monooxygenase 2);
oxidoreductase
HD2A_HDA3_HDT1_HD2A (HISTONE 
DEACETYLASE 2A); nucleic acid binding 
amino acid permease, putative LAX2 
ATGH9B13 (ARABIDOPSIS THALIANA 
GLYCOSYL HYDROLASE 9B13)
Identical to Uncharacterized GPI-anchored 
protein At3g06035 precursor 
Glycoside hydrolase family 28 protein / 
polygalacturonase (pectinase) family protein 
Cinnamoyl-CoA reductase-related 
BXL1_BXL1 (BETA-XYLOSIDASE 1); 
hydrolase, hydrolyzing 0-glycosyl compounds 
ASK11_ASK11 (ARABIDOPSIS SKPl-LIKE 
11); ubiquitin-protein ligase 
PHYA_FHY2_FRE1_HY8_PHYA 
(PHYTOCHROME A)
PIN4 PIN4 (PIN-FORMED 4); auxinihydrogen
symporter
KA02_CYP88A4_KA02 (ENT-KAURENOIC 
ACID HYDROXYLASE 2); oxygen binding 
Xyloglucan:xyloglucosyl transferase, putative / 
xyloglucan endotransglycosylase, putative 
RHD2_ATRB0HC_RB0HC_RHD2 (ROOT 
HAIR DEFECTIVE 2)_______________________
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ATG 
At4g30560 +2.07
At2g01880 +2.07
0.04037158
0.00010755
Atlg67330 +2.07 0.02776680
At2g38170 +2.07 0.00373088
At5g54840 +2.06 0.00097267
At3g22840 +2.06 0.03139440
At3g07070 +2.06 0.10321135
Atlg72160 +2.06 0.00157243
At2g47270 +2.06 0.00040140
Atlg01750 +2.06 0.00110367
At2g30620 +2.06 0.01186565
Atlg25230 +2.05 0.00986507
At3g28210 +2.05 0.00109417
At2g34070 +2.03 0.00812209
At2g02130 +2.03 0.00721711
At4g37060
At4g37070
+2.02 0.03425437
At5g55180 +2.02 0.00891048
At5g43890 +2.02 0.00223816
Atsgoieoo +2.02 0.00052324
At2g43820 +2.02 0.05675783
A tlgl4720 +2.02 0.00053337
A tlgl9900 +2.01 0.00569086
At3g21770 +2.01 0.00025190
At2g43480 +2.01 0.01136313
ATCNGC9_CNGC9_ATCNGC9 (CYCLIC 
NUCLEOTIDE GATED CHANNEL 9); 
calmodulin binding
ATPAP7_PAP7_ATPAP7/PAP7 (purple acid 
phosphatase 7); acid phosphatase/ protein 
serine
Similar to unknown protein [Arabidopsis 
tbaliana] (TAIR:AT1G27930.1) 
CAX1_RCI4_CAX1 (CATION EXCHANGER 
1); calciumihydrogen antiporter 
GTP-binding family protein 
ELIP1_ELIP_ELIP1 (EARLY LIGHT- 
INDUCABLE PROTEIN); chlorophyll binding 
protein kinase family protein 
SEC14 cytosolic factor family protein / 
phosphoglyceride transfer family protein 
transcription factor/ transcription regulator 
PEROXIDASE REGULATOR CELL-BENFEY 
Actin-depolymerizing factor, putative 
RPT2_RPT2 (ROOT PHOTOTROPISM 2) 
purple acid phosphatase family protein
PMZ PMZ; zinc ion binding
Similar to unknown protein [Arabidopsis 
tbaliana] (TAIR:AT1G29050.1) 
LCR68_PDF2.3_LCR68/PDF2.3 (Low- 
molecular-weight cysteine-rich 68); protease 
inhibitor
PLA IVB_PLP5_PLA IVB/PLP5 (Patatin-like 
protein 5); nutrient reservoir 
glycosyl hydrolase family 17 protein 
SUPER1_YUCCA5_SUPER1/YUCCA5 
(SUPPRESSOR OF ERl); monooxygenase 
ATFER1_ATFER1 (FERRETIN 1); ferric iron 
binding
GT_GT/UGT74F2 (UDP- 
GLUCOSYLTRANSFERASE 74F2)
Glyoxal oxidase-related 
Peroxidase 30 (PER30) (P30) (PRXR9) 
Peroxidase, putative
Tabla 3. Genes expresados en les PIRL.
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A
PIRL UP-NAA 2H
3351 9 6
407
5 6 1
UP-NAA 6H
E le m e n to s  c o m u n es"P IR L " , "U P  NAA 2H ” y  "U P NAA 6H ":
G D SL-m otif l ip a se /h y d ro la se  f am ily  p ro te in
PIN3 PIN3 (PIN-FORMED 3); a u x in :h y d ro g en  s y m p o r te r / t r a n s p o r te r
G H 3.1__G H 3.1
sim ila r t o  u n k n o w n  p ro te in  [A ra b id o p sis  th a tia n a j 
le u c in e -ric h  r e p e a t  t r a n s m e m b r a n e  p ro te in  k in a se , p u ta tiv e  
A tlg 2 3 4 8 0  ATCSLA03_ATCSLA3_CSLA03_ATCSLA03 (C ellu lose  sy n th a se -lik e  A3)
H D 2A _H D A 3_H D T 1_H D 2A  (HISTONE DEACETYLASE 2A); nuc le ic  acid  b ind ing  
A TGH 9S13 (ARABIDOPSIS THALIANA GLYCOSYL HYDROLASE 9B13) 
RHD2_A TRBO H C_RBO HC_RH D 2 (ROOT HAIR DEFECTIVE 2)
1 "PIRL" V "UP-NA A  2H:
ELIP2 (EARLY LIGHT-INDUCIBLE PROTEIN 2); c h lo rophy ll b ind ing  
AA A-type A T Pase fam ily p ro te in  
A T A G P 22_A G P 22  (ARABINOGALACTAN PROTEIN 22)
A TRPA 2_R 0R1__RPA 2 (REPLICON PROTEIN A2); p ro te in  b ind ing  
a m in o  a c id  p e rm e a s e , p u ta tiv e  
A t2 g 2 3 9 1 0  c innam oy l-C oA  re d u c ta s e - re la te d
ELIPI (EARLY LIGHT-INDUCABLE PROTEIN); c h lo ro p h y ll b in d in g  
A t2 g 4 7 2 7 0  tr a n s c r ip t io n  f a c to r /  t r a n s c r ip tio n  re g u la to r  
PM Z; zinc  io n  b ind ing  
E le m e n to s  c o m u n e s  e n  "PIRL" y  "UP-NA A  6H:
2 6 S S 8 8 _ a t A t2 g l9 9 7 0  p a th o g e n e s is - r e la te d  p ro te in , p u ta tiv e
2 5 3 6 2 2 _ a t A t4 g 3 0 5 6 0  CNGC9__ATCNGC9 (CYCLIC NUCLEOTIDE GATED CHANNEL 9); c a lm o d u lin  b ind ing
2 4 8 1 1 8 _ a t AtSgSSOSO
2 6 2 2 6 3 _ a t A tlg 7 0 9 4 0
2 6 6 6 1 1 _ a t A t2 g l4 9 6 0
2 6 3 7 3 7 _ a t A tlgSO O lO
2 5 7 2 4 4 _ a t A t3 g24240
2 6 5 1 7 5 _ a t t l
2S 26 2 5 _ a t A t3g447S 0
2S S 5 1 7 _ at A t4 g 0 2 2 9 0
2 4 8 4 8 6 _ a t A t s g s io e o
E le m e n to s  c o m u n e s  e n
2 4 5 3 0 6 _ a t A t4 g 1 4 690
2 5 0 0 6 2 _ a t A tS g l7 7 6 0
2 4 8 2 5 2 _ a t A tS g53250
2 6 5 6 9 S _ a t A t2g24490
264Q 25_at A t2 g 2 1 0 5 0
2 6 6 S 7 8 _ a t
2 S 8 3 2 1 _ a t A t3 g 2 2 8 4 0
26 0 5 2 7 _ a t
25 6 5 7 6 _ a t A t3g2821Q
B
PIRL DOWN-NAA 2H
59179
26
317
DOWN-NAA 6H
E le m e n to s  c o m u n e s  e n  "PIRL", "D O W N  NAA 2H " y  "D O W N  NAA 6H ":
2 4 8 8 4 4 _ s _ a t  A tS g 4 6 8 9 0  p r o t e a s e  in h ib i to r /s e e d  s to r a g e / l i p id  t r a n s f e r  p r o te in  (LTP) fam ily  p r o te in
2 5 4 8 2 0 _ s _ a t  A t4 g l2 5 1 0  p r o t e a s e  in h ib i to r /s e e d  s to r a g e / l i p id  t r a n s fe r  p r o te in  (LTP) fam iiy  p r o te in
2 5 3 6 6 7 _ a t  A t4 g 3 0 1 7 0  p e ro x id a s e , p u ta t iv e
2 6 2 9 4 7 _ a t  A tlg 7 5 7 S 0  G A S A l (G A S T l PROTEIN H O M OLO G  1)
2 4 8 7 9 0 _ a t  A tS g 4 7 4 S 0  DELTA -TiP3_TIP2;3 A tT IP2;3 ; a m m o n ia  t r a n s p o r t e r /  w a t e r  c h a n n e l
2 4 5 3 2 5 _ a t  A t4 g l4 1 3 0  XTR7 (XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLYCOSYLASE 7); h y d ro la s e , a c tin g  o n  g lycosy l b o n d s
2 4 8 6 2 2 _ a t  A tS g 4 9 3 6 0  ATBXLl BXLl (BETA-XYLOSIDASE 1); h y d ro la s e ,  h y d ro ly z in g  0 -g ly c o s y l c o m p o u n d s
2 4 5 6 3 7 _ a t  A tlg 2 5 2 3 0  p u r p le  a c id  p h o s p h a ta s e  fam ily  p r o te in
2 5 5 8 1 4 _ a t  A t lg l9 9 0 0  g lyoxa l o x id a s e - r e la te d
E le m e n to s  c o m u n e s  e n  "PIRL" a n d  "D O W N  NAA 2H :
2 6 4 3 7 1 _ a t  A t lg l2 0 9 0  ELP (EXTENSIN-LIKE PROTEIN); lip id  b in d in g
2 6 7 0 9 3 _ a t  A t2 g 3 8 1 7 0  A TCA X l_RCi4; ca lc iu m  io n  t r a n s m e m b r a n e  tr a n s p o r te r /c a lc iu m :h y d r o g e n  a n t ip o r te r
E le m e n to s  c o m u n e s  e n  "PIRL" a n d  "D O W N  NAA 6H:
A T P iP l_ P I P l ; l _ P I P lA  (PLASM A MEM BRANE INTRINSIC PROTEIN lA ); w a t e r  c h a n n e l  
la te  e m b ry o g e n e s is  a b u i id a n t  p r o te in ,  p u ta t iv e  /  LEA p ro te in ,  p u ta t iv e
G A M M A -T IP1_T 1P 1;1_G A M M A -T IP  (GA M M A  TONOPLAST INTRINSIC PROTEIN); w a t e r  c h a n n e l  
a c id  p h o s p h a ta s e  c la ss  B fam ily  p r o te in
ATGSTF7_ (GLUTATHIONE S-TRANSFERASE PHI 9); g lu ta th io n e  p e ro x id a s e /  g lu ta th io n e  tr a n s fe rm e  
G A M M A -T iP 2 _ S IT IP _ T lP l;2 _ T IP 2  (TONOPLAST INTRINSIC PROTEIN 2); w a t e r  c h a n n e l  
D E L T A -T IP 2_T IP 2;2  (TONOPLAST INTRINSIC PROTEIN 2 ;2 ) : w a t e r  c h a n n e l 
BGALS ( b e ta - g a la c to s id a s e  5 ); b e ta - g a i a c to s id a s e / c a ta l y t ic /  c a t io n  b in d in g  
A T A G P 1 4 _ A G P 1 4  (ARABINOGALACTAN PROTEIN 14)
ZW 9
PA TLl (PATELLIN 1); t r a n s p o r t e r
ATSBT4.12; id e n tic a l p r o te in  b in d in g  /  s e r in e - ty p e  e n d o p e p t id a s e  
P i P l D _ P i P l ; 5  (PLASMA M EM BRA NE INTRINSIC PROTEIN 1;5); w a t e r  c h a n n e l
A TH B 12 ATHB-12 (HOM EOBOX 12 ); t r a n s c r ip t io n  a c tiv a to r
LIM d o m a in - c o n ta in in g  p r o te in  
u n k n o w n  p r o te in
d is e a s e  r e s i s ta n c e - r e s p o n s iv e  fam ily  p r o te in  /  d ir ig e n t  fam ily  p r o te in  
P I P l ;3 _ T M P -B _ P iP lC  (PLASM A MEM BRANE INTRINSIC PROTEIN 1C); w a t e r  c h a n n e l  
a n a c 0 3 2  (A ra b id o p s is  NAC d o m a in  c o n ta in in g  p r o te in  3 2 ) ; t r a n s c r ip t io n  f a c to r  
A B A -re sp o n s iv e  p r o te in - r e l a te d  
JP 6 3 0 ; p o ly g a la c tu r o n a s e
RB CSIA  (RIBULOSE BISPHOSPHATE CARBOXYLASE SMALL CHAIN lA )
A G P 8 _ F L A 8  (FASCICUN-LIKE ARABINOGALACTAN PROTEIN 8)
LSU2 (RESPONSE TO LOW SULFUR 2)
A T X TH 28_EX G T-A 2_X TR 2 (XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLYCOSYLASE RELATED 2) 
p e ro x id a s e  3 0  (PER30) (P 30) (PRXR9)
2 5 1 3 2 4 _ a t A t3 g 6 1 4 3 0
2 6 2 1 2 S _ a t A tlg 5 2 C 3 0
2 6 3 8 6 7 _ a t A t2 g 3 6 8 3 0
2 4 9 0 7 3 _ a t A tS g 4 4 0 2 0
2 6 7 1 S 3 _ a t A t2 g 3 0 8 6 0
2 5 7 3 1 3 _ a t A t3 g Z 6 5 2 0
2 4 5 3 9 9 _ a t A t4 g l7 3 4 0
2 6 Q 9 4 4 _ a t A tlg 4 5 1 3 0
2 4 7 9 6 5 _ a t A tS g 5 6 5 4 0
2 5 6 0 2 1 _ a t A tlg S 8 2 7 0
2 5 9 8 0 3 _ a t A t lg 7 2 1 5 0
2 4 7 7 5 S _ a t A t5 g S 9 0 9 0
2 S 4 2 3 9 _ a t A t4 g 2 3 4 0 0
2 5 1 2 7 2 _ a t A t3 g 6 1 8 9 0
2 6 1 S 5 9 _ a t A tlg 0 1 7 8 0
2 5 8 0 9 l , a t A t3 g 1 4 5 6 0
2 5 4 2 2 6 _ a t A t4 g 2 3 6 9 0
2 5 9 4 3 1 _ a t A t lg 0 1 6 2 0
2 5 9 7 0 5 _ a t A tlg 7 7 4 5 0
2 5 8 4 9 8 _ a t A t3 g 0 2 4 8 0
2 6 S 1 3 1 _ a t A tlg 2 3 7 6 0
2 6 4 4 7 4 _ s _ a t A t lg 6 7 0 9 0
2 S 1 3 9 5 _ a t A t2 g 4 5 4 7 0
2 4 9 7 5 2 _ a t A t5 g 2 4 6 6 0
2 6 2 8 4 2 _ a t A t lg l4 7 2 0
2 5 7 9 5 2 _ a t A t3 g 2 1 7 7 0
s/fJ/U P-N A A  2HPIRL
110202
E le m e n to s  c o m u n e s  e n  "PIRL", " s lr l/U P -N A A 2 H "  y  s lr l/U P -N A A  6H:
s/fl/U P-N A A  6H
2 4 5 3 0 6 _ a t A t4 g 1 4 6 9 0
2 6 6 6 1 1 _ a t A t2 g l4 9 6 0
2 5 2 1 2 3 _ a t A t3 g 5 1 2 4 0
2 5 7 2 4 4 _ a t A t3 g 2 4 2 4 0
2 6 6 5 7 8 _ a t A t2 g 2 3 9 1 0
2 5 8 3 2 1 _ a t A t3 g 2 2 8 4 0  ELIP_ELIP1 C h lo rophy ll A-B b in d in g  fam ily  p ro te in
E le m e n to s  c o m u n e s  e n  "PIRL" y  " s lr l/U P -N A A 2 H "  :
2 6 2 2 6 3 _ a t A tlg 7 0 9 4 0
2 5 6 9 6 4 _ a t A t3 g l3 5 2 0
2 5 0 0 6 2 _ a t A tS g l7 7 6 0
2 5 9 7 0 5 _ a t A tlg 7 7 4 5 0
2 5 8 4 9 8 _ a t A t3 g 0 2 4 8 0
2 6 2 1 2 8 _ a t A tlg 5 2 6 9 0
E le m e n to s  c o m u n e s  e n  "PIRL" y  " s lr l/U P -N A A 6 H " :
2 5 7 1 7 3 _ a t  A t3 g 2 3 8 1 0  A T S A H H 2 _ S A H H 2 _ S -a d en o sy l-l-h o m o cy s te in e  (SAH) h y d ro la s e  2
2 5 6 5 7 6 _ a t  A t3 g 2 8 2 1 0  P M 2 _ S A P 1 2 _ z in c  f in g e r  (A N l-like) fam ily  p ro te in
172
D
PIRL s/fl/DOW N-NAA 2H
207
ni 7
s/fl/DOW N-NAA 6H
E lem en to s  c o m u n e s  en  "P IR L "/'s lrl/D 0W N -N A A 2H " y  s lr l/D 0 W N -N A A 6 H :
2 4 8 8 4 4 s _ a t  A t5 g 4 6 8 9 0  
s _ a t  A t4g l251Û
B ifunc tiona l in h lb i to r^ ip id - tr a n s fe r  p r o te ln /s e e d  s to r a g e  2S a lb u m in  su p e rfam ily  p ro te in  
B ifunc tiona l in h ib i to r /lip id - tr a n s fe r  p r o te in /s e e d  s to ra g e  2S a lb u m in  su p e rfam ily  p ro te in
E lem en to s  c o m u n e s  en  "PIRL" y  "slr l/00W N -N A A 2H "  ;
263098_
2 4 8 6 2 2
a t  A t2 g l6 0 0 5  
a t  A t5 g49360
M D -2*re la ted  lipid re c o g n itio n  d o m a in -c o n ta in in g  p ro te in  
ATBXL1_BXL1 b e ta -x y lo s id a se  1
E lem en to s  c o m u n e s  en  "PIRL" y  "sIrl/DOW N-NAASH":
a cid  p h o s p h a ta s e  c lass  B fam ily  p ro te in  
p e ro x id a se , p u ta tiv e
R C I3_R C I3  (RARE COLD INDUCIBLE GENE 3); p e ro x id a se  
p e ro x id a se , p u ta tiv e
X T R 7_X T R 7 (XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLYCOSYLASE 7); h y d ro la s e , a c tin g  o n  glycosyl b o n d s  
M D -2 -re la te d  lipid rec o g n itio n  d o m a in -c o n ta in in g  p ro te in  /  ML d o m a in -c o n ta in in g  p ro te in
2 4 8 6 2 2 _ a t A t5 g 4 9 3 6 0  BX L1_BX L1 (BETA-XYLOSIDASE 1); h y d ro lase , h yd ro lyzing  0 -g lycosy l c o m p o u n d s
2 4 9 0 7 3 _ a t A t5 g 4 4 0 2 0
2 S 3 6 6 7 _ a t A t4g30170
2 6 4 5 7 7 _ a t A tlg 0 5 2 6 0
2 5 4 9 1 4 _ a t A t4 g l l2 9 0
2 4 5 3 2 5 _ a t A t4 g l4 1 3 0
2 6 3 0 9 8 _ a t A t2 g l6 0 0 5
622_
PIRL
193
UP-NPA
835
E lem en tos co m u n e s en
2 6 4 5 6 7 _ s_ a t A tlg 0 5 2 4 0
2 621 2 8 _ a t A tlg 5 2 6 9 0
251 2 2 6 _ a t A t3g62680
254 8 2 8 _ a t A t4gl25 .50
2 5 3 9 9 8 _ a t A t4g26010
2 6 3867_a t A t2g36830
255 5 1 6 _ a t A t4g02270
245 3 9 9 _ a t A t4 g l7 3 4 0
263 0 9 8 _ a t A t2 g l6 0 0 5
247 7 5 5 _ a t A t5g59090
2487 9 0 _ a t A t5g47450
2 5 4 2 3 9 _ a t A t4g23400
256 9 3 3 _ a t A t3g22600
258 8 0 5 _ a t A t3g04010
2 5 5 2 5 0 _ a t A t4g05100
2451 1 3 _ a t A t2g41660
2580 9 1 _ a t A t3g14560
2540 4 4 _ a t A t4g25820
2584 9 8 _ a t A t3g02480
2595 7 0 _ a t A tlg 2 0 4 4 0
2 5 1 3 9 5 _ a t A t2g45470
2 6 6 1 1 8 _ a t A t2g02130
2 4 6 2 5 2 _ s_ a t A t4g37060
"PIRL" y  "U PN PA: 
p e ro x id a se , p u ta tiv e
la te  e m b ry o g e n es is  a b u n d a n t  p ro te in , p u ta tiv e  /  LEA p ro te in , pu ta tiv e  
A T P R P 3_P R P 3  (PROLINE-RICH PROTEIN 3); s tru c tu ra l c o n s t i tu e n t  o f cell w all 
A IR l; lipid b ind ing  
p e ro x id a se , p u ta tiv e
G A M M A -T tP l_T IP l;l_G A M M A -T lP  (GAMMA TONOPLAST INTRINSIC PROTEIN); w a te r  c hanne l
p o llen  O le e  1 a llerg e n  a n d  e x ten s in  fam ily p ro te in
D ELTA -TIP2_TIP2;2 (TONOPLAST INTRINSIC PROTEIN 2;2); w a te r  c h anne l
M D -2-reJa ted  lipid r e c o g n itio n  d o m a in -co n ta in in g  p ro te in  /  ML d o m a in -co n ta in in g  p ro te in
ATSBT4.12; iden tica l p ro te in  b ind ing  /  s e rin e - ty p e  e n d o p e p tid a se
DELTA-TIP3_TIP2;3 AtTlP2;3; a m m o n ia  t r a n s p o r te r /w a te r  ch an n e l
P IP 1 D _ P IP 1 ;5  (PLASMA MEMBRANE INTRINSIC PROTEIN 1;5); w a te r  c h an n e l
p r o te a s e  in h ib i to r /s e e d  s to ra g e /lip id  tr a n s fe r  p ro te in  (LTP) fam ily  p ro te in  
g lycosyl hy d ro lase  fam ily  17 p ro te in
AtMYB74 (m yb d o m a in  p ro te in  74); DNA bind ing  /  tra n s c r ip tio n  fac to r
M IZ l (m izu-kussei 1) 
u n k n o w n  p ro te in
XTR9 (XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLYCOSYLASE 9); hy d ro lase , ac ting  on  glycosyl b o n d s  
A B A -responsive  p ro te in -re la te d  
R D 17_C O R 47  (COLD-REGULATED 47)
A G P8_F L A 8 (FASCICLIN-UKE ARABINOGALACTAN PROTEIN 8)
P D F 2.3_L C R 68 (LOW-MOLECULAR-WEIGHT CYSTEINE-RICH 68); p e p tid a s e  inh ib ito r 
PLA IVB PLP5 (PATATIN-LIKE PROTEIN 5); n u tr ie n t re se rv o ir
DR5:LUC FASE
Atls26S70
*(3,10730
Atlg05200
AU,32900
At3|61890
At4g26890
insBlucotyla&eAydrelss
UOP-Otycosyttiansferase wperfam 
MAPKKK16 mitogenacttvated pr<
DR5:LUC ANTIFASE
Aiigotao
At3f07SS0
AugiaaTo
A(l,13090
Atigoeaso
AdgZSSlO
kGP2t_ATA6P21_a<a&ir<ogalKtin prolam II 
mac032.NA0032_KAC ctonafn comamm, proteff 
’tfoudtta sufierfamilfiyot^
kTÎAMH3_i*HH2_S-adenotvH homocvH»n* RAJ 
lipha/bcta-HvdrolaMS supcrfamiivcraten 
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Figura 31. Diagrama Venny comparando con genes que se expresan en les PIRL. A) Genes que se expresan en les 
PIRL y genes que se inducen en plantas tratadas con auxina 2 y 6 horas. B) Genes que se expresan en les PIRL y genes 
que bajan la expresion en plantas tratadas con auxina 2 y 6 horas. G) Genes que se expresan en los PIRL y genes que se 
inducen en el mutante s l r l  a las 2 y 6 horas del tratamiento con auxina . D) Genes que se expresan en los PIRL y genes 
que se reprimen en el mutante s l r l  a las 2 y 6 horas del tratamiento con auxina. E) Genes que se expresan en los PIRL y 
genes que se inducen en plantas tratadas con NPA. F) Genes que se expresan en los PIRL y genes que se expresan en 
fase con promotor de respuesta a auxina DR5. G) Genes que se expresan en los PIRL y genes que se expresan en 
antifase con el promotor de respuesta a auxina DR5.
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Gen Descripciôn Secuenciaciôn
At2g39805 Yip family protein Si cDNA
At2g39810 HOSl No
At2g39820 elfe Si cDNA
At2g39830 DAR2 Si Genomico
At2g39840 T0PP4 Si cDNA
At2g39850 Subtilisin like Serine No
At2g39851 Serine type endopeptidase No
At2g39855 Uknown No
At2g39860 Uknown No
At2g39865 Uknown No
At2g39870 Uknown No
At2g39880 MYB25 Si Genomico
At2g39885 miRNA 393A Si Genomico
At2g39890 Proline transporter No
At2g39900 LIM domain No
At2g39910 ARM repeat family protein Si Genomico
At2g39920 Acid phosphatase class B family protein No
At2g39930 Isomylase-type debranching enzyme No
At2g39940 COI No
At2g39950 Similar to 0s07g0100500 No
At2g39960 Identical to Probable signal peptidase complex No
At2g39970 ATFOLTl Si cDNA
At2g39975 Uknown No
At2g39980 Transferase family protein No
At2g39990 elf2 Si Genomico
At2g40000 ATHSPROT No
At2g40008 Uknown No
At2g40010 60S acidic ribosomal protein cDNA
At2g40020 Uknown No
At2g40030 ATNRPD No
At2g40050 DCl domain containing protein No
At2g40060 Protein binding No
At2g40070 Uknown No
At2g40080 ELF4 Si cDNA
At2g40081 Uknown No
At2g40085 Uknown No
At2g40090 ATATH9 transporter No
At2g40100 Light harvsting complex No
At2g40110 Yipee family protein No
Tabla 4. Genes secuenciados del intervalo de mapeo del mutante sbrelSO.
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